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La caractéristique principale de la conjugaison bactérienne 
réside dans le transfert, & sens unique, de matériel génétique, 
de bactéries donatrices a bactéries réceptrices [4]. L’analyse 
quantilative des croisements entre bactéries Hfr H donatrices et 
bactéries F— réceptrices a permis d’obtenir des renseignements 
sur la nature de l’apport génétique des bactéries Hfr H aux 
zygotes. On observe, en effet, dans de tels croisements, que 
différents caractéres génétiques des bactéries donatrices sont 
transmis 4 des recombinants avec des fréquences inégales [2] et 
qui] existe un gradient continu dans les fréquences de trans- 
mission de différents caractéres 4 des recombinants [38]. On peut 
ainsi dresser une carte du groupe de haison des bactéries Hfr H 
en disposant les caractéres génétiques selon leurs fréquences de 
transmission décroissantes, et définir sur ce groupe de liaison une 
extrémité proximale, portant les caractéres transmis aux fré- 
quences les plus élevées, et une extrémité distale portant les 
caracléres transmis aux fréquences les plus faibles. D’autre part, 
dans les croisements entre bactéries Hfr H lysogénes pour des 


(*) Manuscrit recu le 22 juillet 1958. 
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bactériophages inductibles et bactéries F— non lysogénes, la 
conjugaison a pour conséquence l’induction du développement du 
prophage [4] et l’on constate que le taux d’induction zygotique 
d’un prophage donné (c’est-a-dire la fraction du nombre de bac- 
téries donatrices dont le prophage est induit par la conjugaison) 
est d’autant plus élevé que ce prophage est situé plus prés de 
Vextrémité proximale du chromosome de la bactérie donatrice [3}.- 
Comme il y a toutes raisons de penser que le transfert d’un 
prophage inductible au cours de la conjugaison aboulit, dans la 
grande majorité des cas, a l’induction de son développement, on 
est conduit & conclure que la fréquence de transfert d’un pro- 
phage inductible, et partant celle de tout caractére génétique des 
bactéries Hfr H, est d’aulant plus élevée que ce caractére est 
situé plus prés de ]’extrémité proximale du chromosome de la 
bactérie donatrice. La polarité génétique qui s’observe dans les 
croisements bactériens est donc le reflet d’une polarité des seg- 
ments génétiques transférés. Au cours d’un méme croisement, 
différents zygotes recevraient du type parental Hfr des segments 
chromosomiques d’inégale longueur mais ayant tous une méme 
extrémité. Les segments génétiques transférés au cours de la 
conjugaison seraient done non seulement incomplets mais aussi 
orientés. 

Dans le processus de conjugaison, on peut distinguer deux 
étapes principales. La premiére, ou formation des zygotes, s’étend 
depuis la rencontre des bactéries de types sexuels opposés jus- 
qu’a ce qu’a la suite du transfert de matériel génétique un zygote 
se trouve constitué. La seconde, ou formation des recombinants, 
se déroule dans la bactérie réceptrice devenue zygote et s’étend 
jusqu’a la formation d’un clone pur de bacléries de type recom- 
binant. Nous avons examiné dans un mémoire précédent les rela- 
tions que l’on peut établir entre la fréquence de transmission 
d’un caractére génétique des bactéries donatrices aux recombi- 
nants el sa fréquence de transfert aux zygotes [8]. Dans le présent 
mémoire, nous examinerons les élapes qui conduisent a la forma- 
tion des zygotes et, plus particuliérement, le mécanisme par lequel 
s’accomplit le transfert de matériel génétique au cours de !a 
conjugaison. ‘Les principaux résultats de cette étude ont fait 
Yobjet de notes préliminaires [5, 6]. 


MATERIEL ET TECHNIQUES 


Les souches de bactéries et de bactériophages, ainsi que les 
milieux et les techniques employés ont déja été décrits {2, 3, 4}. 


1° Souches de bactéries et de bactériophages. — La plupart des 
croisements mettent en jeu la souche donatrice Hfr H [4] et la souche 
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réceptrice F—P678 ayant les caractéres T—L—Az™T;"Lac—Gal—Mal—Xyl 
Mtl—Ara—B,—S"/}, (pouvoir de synthétiser la thréonine T, la leucine L, 
la thiamine B,; utilisation du lactose Lac, du galactose Gal, du 
maltose Mal, du xylose Xyl, du mannitol Mtl, de l’arabinose Ara ; 
résistance (r) au nitrure de sodium Az, A la streptomycine S, aux 
bactériophages T, et 2). On a également utilisé la souche PA 209 qui 
en dérive et qui a besoin en outre de tryptophane (Tr) et d’histi- 
dine (H). 

Ces souches ont été utilisées soit sous leur forme lysogéne pour le 
bactériophage }, soit sous leur forme non lysogéne (ly)—. On a utilisé 
également des souches lysogénes pour les phages inductibles 21 et 
424 qui sont respectivement liés & Tr et A H [3]. 


2° Techniques des croisements. — Ces techniques, ainsi que les 
méthodes d’étude de l’induction zygotique, la sélection et l’analyse 
des recombinants ont déja été décrites [2, 4]. Rappelons que les 
croisernents sont généralement réalisés en mélangeant, en bouillon 
a 37°, des bactéries HfrH (2.10’/ml) A un excés de bactéries F— 
(4.108/ml). Au cours d’un méme croisement, on peut sélectionner 
plusieurs types de recombinants, par exemple les recombinants ayant 
hérité des bactéries donatrices les caractéres T+ et L+ (recombi- 
nants T+L+S‘) ou Gal,+ (recombinants Gal+S"). Dans un croisement 
entre bactéries Hfr H(,)+ et bactéries F— non lysogénes, on peut a la 
fois sélectionner des recombinants et mesurer le taux d’induction zygo- 
tique. Comme dans les mémoires précédents, on appellera taux d’induc- 
tion zygotique le rapport « nombre de centres infectieux/100 bacté- 
ries Hfr H initiales », fréquence de recombindison, pour une sélection 
donnée, le rapport « nombre de recombinants de ce type/100_ bacté- 
ries Hfr initiales » et constitution génétique des recombinants obtenus 
dans une sélection donnée, Ja distribution, parmi 100 recombinants 
de ce type, des différents caracttres génétiques provenant du_ type 
parental Hfr. 


La plupart des croisements rapportés ici ont été faits sans 
prendre les précautions dont il a été queshon dans la seconde 
partie du mémoire précédent {38}. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX 


I. CINETIOUE DE LA CONJUGAISON. — Dans un croisement entre 
bactéries Hir H S*(4)+ et bactéries F— P678 S‘(4)+, on peut, a 
temps variables aprés le mélange, prélever des échantillons, les 
diluer et les étaler sur milieux sélectifs afin d’évaluer le nombre 
des recombinants T+L+S* d’une part, Gal+S" d’aulre part. Les 
résultats d’une telle expérience sont représentés sur la figure 1. 
On voit que le nombre des recombinants T+L+S* et celui des 
recombinants Gal+S™ augmente réguli¢rement depuis le moment 
ou les bactéries parentales ont été mélangées jusqu’a la cinquan- 
tiéme minute environ. Ce nombre demeure ensuite constant pen- 
dant plus d’une heure. Ce n’est que cent quarante minutes environ 
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apres le début de l’expérience que le nombre des recombinants 
augmente & nouveau pour doubler ensuite toutes les quarante 
minutes environ. 


Dans un croisement entre bactéries Hfr H S*%(4)+ et bacté- 
ries F— P678 S* non lysogénes, on peut dénombrer a la fois les 
recombinants T+L+S" et Gal+S™ et les centres infectieux dus 
& Vinduction zygotique. Comme on le voit sur la figure 1, la 
courbe qui représente l’évolution du nombre de centres infectieux 
en fonction du temps passe également par l’origine des axes de 
coordonnées et alteint un plateau a cinquante minutes environ. 
Le nombre des centres infeclicux ne commence a augmenter 
i nouveau que vers quatre-vingt-dix minutes lorsque débute la 
lyse des bactéries réceptrices ayant recu le prophage 2 [4]. Pour 
simplifier la présentalion, on n’a pas reproduit sur la figure 1 
l’évolution du nombre des recombinants T+L+S* et Gal+S* formés 
dans le croisement, car cette évolution, comme on le verra plus 
loin, est trés irréguliére (voir tableau II). 

Le fait que les différentes courbes de la figure 1 s’extrapolent 
toutes a l’origine indique que la conjugaison débute dés que les 
bactéries parenta'es sont mises en présence. Le fait que ces dif- 
férenles courbes atteignent toutes un plateau approximativement 
au méme temps indique que cinquante minutes aprés le mélange, 
toutes les bactéries susceptibles de participer 4 la conjugaison se 
sont effectivement unies. 


Ainsi, en dépit des grandes différences dans la valeur des pla- 
teaux atteints par les différentes courbes de la figure 1, ces 
courbes représentent toutes l’évolution d’un méme phénoméne, 
la conjugaison bactérienne, dont elles constituent des expressions 
différentes. Chacune d’elles, prise isolément, ne peut donner 
qu'une idée bien imparfaite de la fréquence de la conjugaison. 
En effet, ainsi que nous l’avons indiqué [2], dans un croisement 
ou. se produit Vinduction zygotique du prophage 3, le taux 
induction zygotique de ce prophage atteint 60 p. 100 environ, 
alors que la fréquence des recombinants Galt+S™ ne dépasse pas 
0,2 p. 100. C’est en comparant différentes expressions de ta conju- 
gaison bactérienne que l'on peut déterminer sa fréquence et 
établir que, dans un croisement entre bactéries Hfr H et bac- 
téries F— en excés, la totalité des bactéries donatrices participent 
effectivement a la conjugaison [2]. 

Comme les différentes courbes de la figure 1 passent toutes 
par Vorigine des axes de coordonnées, on peut en conclure que 
la dilution des échantillons prélevés et l’étalement sur gélose suf- 
fisent 4 empécher tout nouveau contact entre bactéries de types 
sexuels différents. La partie ascendante de ces différentes courbes 
est donc l’expression, dans les conditions expérimentales choisies, 
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de la formation d’appariements spécifiques ou contacts efficaces 
entre bactéries de types sexuels opposés. Ces appariements spéci- 
fiques sont assez solides pour résister a la dilution et a l’éta- 
lement, de telle sorte que les étapes ultérieures, c’est-d-dire le 
transfert de matériel génétique des bactéries donatrices aux bac- 
leries réceptrices et la recombinaison génétique, soient A méme 
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NOMBRE DE RECOMBINANTS OU NOMBRE DE PLAGES POUR 
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Fic. 1, — La cinétique de la conjugaison. — Les croisements Hfr H(A)+S§ 


x F— P678(A)+S* (croisement 1) et Hfr H(A)+Ss x F— P678(A)—S" (croisement 2) 
sont faits dans les conditions habituelles (Hfr 2.10’ml, F— 4.108/ml). Les échan- 
tillons prélevés 4 temps variables sont étalés: pour le croisement 1, sur milieux 
sélectifs des recombinants T+L+S" (courbe 1) et des recombinants Gal+S" 
(courbe 2); pour le croisement 2, sur milieu gélosé additionné de streptomycine 
et de bactéries indicatrices 112 S* (courbe 3). En abscisse : le temps, en minutes, 
aprés le mélange initial. En ordonnée: le nombre des recombinants T+L+S" 
(courbe 1) et Gal+Sr (courbe 2) formés dans le croisement 1; le nombre de 
centres infectieux (courbe 3) formés dans le croisement 2. Ces nombres sont 
rapportés au nombre initial de bactéries H{fr. 


de se poursuivre sur le milieu gélosé. Dans l’expérience repré- 


sentée sur la figure 1, la vitesse & laquelle semblent se constituer 
les appariements spécifiques, c’est-a-dire la vilesse A laquelle 
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= , a . 
sont atteints, dans chaque cas, les plateaux finaux, est d’environ 
2,5 p. 100 par minute. 


Il. CiniriovE DE LA FORMATION DES zycoTES. — L’appariement 
spécifique entre bactéries de types sexuels opposés est suivi du 
transfert de matériel génétique des bacléries donatrices aux bac- 
téries réceptrices. Les courbes de la figure 1 montrent que les 
appariements spécifiques commencent a se former dés le mélange 
des bactéries Hfr H et F-. On peut se demander si le transfert 
du matériel génétique des bactéries donatrices s’acomplit aussitdt 
apres l’appariement spécifique, ou sil n’existerait pas un délai 
entre le moment oti le contact efficace est constitué et celui ot 
du matériel génétique est transféré au zygote. On sait qu'une fois 
le transfert génétique accompli, les événements qui aboutiront 
i la formation de recombinants génétiques ou de centres infec- 
lieux, se déroulent dans les zygotes. On peut donc tenter de 
déterminer le moment ot un déterminant génétique particulier 
des bactéries: donatrices a été transféré de ces bactéries aux 
zygotes, soit en détruisant rapidement les bactéries donatrices 
par un bactériophage virulent par exemple [7], soit en séparant 
mécaniquement les bactéries en voie de conjugaison [5]. 

L’expérience consiste 4 mélanger des bactéries Hfr H et F—- 
dans les conditions habituelles d’un croisement et, & temps 
variables au cours de la conjugaison, & soumettre les bactéries 
i de violentes forces de friction dans un mélangeur a ailettes 
(« mixeur »), dans le but de dissocier les bactéries appariées. 
On sait que les bactéries, les Escherichia coli en particulier, sur- 
vivent a un traitement, méme prolongé, dans un tel agitateur {8}. 
De méme, des bactéries infectées par un bactériophage résistent 
également & un tel traitement et demeurent capables de pro- 
duire du phage [9]. Nous avons vérifié, avec diverses souches 
WE, coli K12, que des traitements d’une durée de une a huit 
minutes dans un appareil du type « Waring blendor » placé a la 
chambre froide a 4° et tournant a vitesse maximum, ne réduisent 
pas le nombre de bactéries capables de former une colonie. Ces 
traitements ne réduisent pas non plus le nombre de plages de 
bactériophages 4 formées par des bactéries sensibles infectées ou 
par des bactéries lysogénes induites. Dans la pratique, une agita- 
tion d’une durée de deux minutes est amplement suffisante pour 
séparer les bactéries en voie de conjugaison. Quel que soit le 
moment auquel ce traitement est appliqué au cours de la conju- 
gaison, il est sans effet sur la viabilité des bactéries donatrices 
mi sur celle des bactéries réceptrices (tableau I). 


_A. Etude cinétique du transfert de différents caractéres géné- 
tiques. — Dans un croisement Hfr H S*(4)- x F— P678 S'(a)— ou 
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Tarteau I. — Numération des bactéries des types parentaux au cours 
de croisements entre bactéries Hfr H(\)+S* et F— P678(A)+S*". 


. - 
H Nombre de colonies pour 0,1 ml de la dilution 10 : du mélange 


Temps de j Sur milieu GS glucosé dans un Sur milieu GO + streptomycine dans 
Sora croisement 1 Hfr H x 20 F- un croisement 1 F~ x 20 Hfr H 
en min. “ ¥ . = : 
| Sans agitation ,Aprés agitation., Sans agitation , Aprés agitation 
nj mécanique ' mécanique mécanique ; mécanique 
------ i -------------- LR ss [----------------~-_ 
: 
0 i 146 132 120 133 
I ' ' 
10 i 151 ’ 141 136 } 122 
1 
= iif i 
20 i 151 163 112 ! 105 
me i ' 
30 167 159 110 112 
' 1 
40 i 159 ; 147 122 } Laly 
' 
= " 
50 H 162 158 128 121 
ii 1 } 
60 i 166 { 163 132 130 
1 ! 


Les croisements sont réalisés dans les conditions habituelles, mais, dans un cas, 

ce sont les bactéries Hfr H qui sont en minorité, dans l’autre ce sont les bac- 

téries F— P678. A des temps variables, des étalements sont réalisés en triple 

sur milieu GS glucosé (bactéries Hfr) ou sur milieu GC 4 la streptomycine (bac- 

téries P678 et zygotes). Les nombres indiqués représentent la moyenne du nombre 
des colonies formées sur les trois boites. 


ifr H S'(4)+ -x F— P678 S*Q)+, on peut suivre, en fonction «du 
temps, le transfert aux zygotes des caractéres T+L+ d’une part, 
Gal’ d’autre part. Dans un croisement Hfr H S*(a)+ x F— P678 
S'(4)+ on peut suivre également le transfert du prophage i. 

Les expériences sont faites dans les conditions habituelles des 
croisements [2]. Des prélévements sont effectués a temps variables 
aprés le mélange des bactéries. Les échantillons prélevés sont 
dilués en tampon, puis étalés sur milieu convenable soit direc- 
tement, soit aprés traitement dans le « mixeur ». Aprés chaque 
opération, on prend soin de rincer et de refroidir, avec du 
tampon stérile glacé, le récipient métallique dans lequel a leu 
lagitation mécanique. La dilution a pour effet d’empécher la 
formation de nouveaux appariements spécifiques. ‘Le traitement 
dans le « mixeur » a pour but de dissocier les appariements déja 
réalisés. 

Les résultats d’expériences de ce type sont représentés sur la 
figure 2. Pour les échantillons non traités, les courbes qui repré- 
sentent l’évolution du nombre des centres infecticux ou des 
recombinants sont identiques a celles de la figure 1 : elles passent 
toutes trois par l’origine des axes de coordonnées et forment un 
plateau a partir de Ja cinquantiéme minute environ. Aucune des 
courbes corespondant aux échantillons traités, au contraire, ne 


648 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


s’extrapole a l’originc. Mais tandis que les premiers recombi- 
nants T+L+S™ commencent a apparaitre dans les échantillons 
prélevés aprés dix minutes de contact, aucun recombinant Galt+S" 
dans un croisement Hfr H(4)+ x F— P678(A)+, aucun centre 
infectieux dans un croisement Hfr H(a)+ x F— P678(2)—-, ne sont 
formés par les échantillons prélevés avant vingt-cing minutes. 

Lorsque les centres infectieux ou les recombinants ont com- 
mencé a apparaitre, leur nombre augmente ensuite réguliérement 
pour atteindre une valeur maxima identique a celle du plateau 
formé par la courbe correspondant 4 ]’échantillon non traité. 

Ainsi, le moment auquel un déterminant génétique commence 
’ pouvoir étre décelé dans les zygotes varie selon le déterminant 
considéré. Il ne dépend pas de la maniére dont ce déterminant 
s’exprime, mais de sa position sur le chromosome de la bactérie 
donatrice. C’est ainsi que des déterminants tels que TL et Gal 
dont l’expression nécessite toute la série d’événements qui abou- 
tissent a la formation de recombinants génétiques, mais qui sont 
distants sur le segment transféré a haute fréquence par les bac- 
téries Hfr H, semblent étre transférés aux zygotes a des temps 
tres différents. Au contraire, des déterminants tels que Gal, d’une 
part et le prophage 4 d’autre part, dont les modes d’expression 
différent, mais qui sont proches lun de l’autre sur le chromo- 
some de la bactérie donatrice, semblent étre transférés aux 
zygoles 4 des temps trés voisins. I] existe donc une relation 
étroite entre Je moment auquel un déterminant génétique donné 
est transféré d’une bactérie Hfr H 4 une bactérie F— et la posi- 
tion que ce délerminant occupe sur le chromosome de la bac- 
térie Hfr H. En déterminant l’intersection avec l’axe des abscisses 
des courbes qui expriment la cinétique de transfert aux zygotes 
des différents déterminants génétiques étudiés, on peut établir 
le moment auquel ces différents déterminants commencent 
a pénétrer dans les bactéries réceptrices. Pour les caractéres TL, 
Gal, et 4, ces temps sont respectivement de neuf minutes. vingt- 
quatre minutes et vingt-six minutes aprés le début de la conju- 
gaison. On peut done conclure que les caractéres génétiques des 
bactéries Hfr H pénétrent dans les bactéries F— dans un ordre 
délerminé, les caractéres proximaux pénétrant les premiers. La 
polarité génétique serait done la conséquence méme d’une pola- 
rité du processus de transfert. 


B. La polarité du transfert génétique. — Si ces conclu- 
sions sont exactes, on doit s’attendre A ce que, dans un croi- 
sement Hfr H(a)+ x F—- P678(A)+, la constitution des recombi- 
nants T+L+S* formés différe se'on le temps qui se sera écoulé 
entre le mélange des bactéries Hfr et F— et le moment ot des 
échantillons du mélange auront été prélevés et traités dans le 
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« mixeur ». En particulier, les premiers recombinants T+L+S* 
formés (fig. 2) ne devraient pas avoir regu du type parental Hfr 
des caractéres génétiques situés au-dela de TL sur le chromo- 
some Hfr. Au contraire, les recombinants T+L+S" formés 
4 partir des mémes échantillons non traités, devraient avoir une 
constitution génétique semblable quel que soit le moment du pré- 
lévement. 

C’est ce que vérifie l’anayse génétique des recombinants T+L+S". 
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Fic. 2. — La cinélique du transfert génétique. — Les croisements sont les mémes 


que ceux qui sont illustrés par la figure 1. Croisement 1: Hfr H(A)+S8 
x F— P678(A)+S". Croisement 2: Hfr H(A)+Ss x F— P678(A)—St. Les échan- 
tillons prélevés 4 temps variables sont, d’une part étalés directement sur milieux 
sélectifs (lignes en pointillés), d’autre part traités pendant deux minutes dans 
un « mixeur » (Waring blendor) avant I’étalement (lignes continues). En abscisse : 
le temps, en minutes, aprés le mélange initial, En ordonnée: le nombre des 
recombinants T+L+S? (courbes 1 a et 1 b), et des recombinants Gal+S? (courbes 2 a 
et 2b) dans le croisement 1 ; le nombre des centres infecticux (courbes 3a et 3 b) 
dans le croisement 2. Ces nombres sont rapportés au nombre initial de bactéries Hfr. 


Alors que la constitution génétique des recombinants obtenus 
a partir des échantillons non traités est relativement constante, 
celle des recombinants formés aprés agitation mécanique est 
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variable et dépend du temps auquel a été réalisé le prélevement- 
Un caractére situé au-dela de TL sur le chromosome Hfr est 
d’autant plus représenté parmi les recombinants T+L+5* que 
interruption de la conjugaison a été plus tardive. 

Pour chacun des caractéres génétiques analysés, on peut 
déterminer la cinétique de son apparition parmi les recombi- 
nants T+L+S", Cette représentation est illustrée par la figure 3 
ot l’on a porté en ordonnée la fréquence, parmi 100 recombi- 
nants T+L+S", des différents caractéres génétiques des bac- 
téries Hfr H, en fonction du temps auquel les échantillons ont été 
prélevés et soumis a |’agitation mécanique. On voit que chacur 
des caractéres analysés commence a apparaitre parmi les recom- 
binants T+L+S", A un moment défini. Le temps qui s’écoule entre 
le mélange des bactéries et le moment ov un caractére donné 
commence a apparaitre parmi les recombinants T+L+S* est 
d’aulant plus court que le caractére apparaissait plus hé, par les 
tests génétiques habituels, aux caractéres T+L+ sélectionnés. En 
prenant l’intersection avec l’axe des temps des courbes de la 
figure 3, on peut déterminer le moment auquel un caractére donné 
commence a apparaitre parmi les recombinants T+L+S". C’est 
ainsi que le caractére Az commence & apparailre 4 neuf minutes, 
T, a dix minutes, Lac a dix-huit minutes et Gal, a vingt-cing 
munutes environ. 

Lorsqu’un caractére commence a apparaitre parmi les recom- 
binants T+L+S’, la fréquence avec laquelle il se retrouve parmt 
ces recombinants augmente rapidement en fonction du temps et 
rejoint asymptomatiquement le niveau qui caractérise la fré- 
quence de ce caractére parmi les recombinants T+L+S* formés 
par les échantillons non traités. Environ cinquante minutes aprés 
le début du croisement, le traitement au « mixeur » ne modifie 
pas les proportions dans lesquelles les différents marqueurs du 
segment — TL — Gal — des bactéries Hfr H se retrouvent parmi 
les recombinants T+L+S* (fig. 8). 

I] apparait done clairement que les différents caractéres géné- 
liques du type parental Hfr commencent a apparaitre dans les 
zygotes selon un ordre déterminé. Tout se passe comme si la 
pénétration du chromosome de la bactérie donatrice dans la bac- 
iérie réceptrice était un processus orienté. Cette pénétration se 
ferait toujours par la méme extrémité O ou origine du chromo- 
some) suivie dans l’ordre par les caractéres TL, Az, T,, Lac et 
Gal,, ‘Le temps auquel un déterminant génétique particulier 
pénetre dans la bactérie réceptrice est, dans des conditions expé- 
rimentales données, caractéristique de ce déterminant et ne 
dépend que de sa position sur le chromosome de la bactérie 
donatrice. On peut ainsi dresser, en unités de temps, une carte 
du chromosome des bactéries Hfr H (fig. 4). 


O 
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L’analyse qui précéde peut étre étendue a d’autres caractéres 
génétiques des bactéries Hfr H. Dans des croisements entre bac- 
téries Hfr H S*(21)+ ou Hfr H S*(424)+ et bactéries F— P678 St 
non lysogénes, on peut ainsi déterminer le temps auquel les 
prophages inductibles 21 et 424 sont transférés aux zygotes. 
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Fic. 3. — L’ordre de pénélration des caractéres génétiques des bactéries Hfr H au 
cours de la conjugaison. — Dans un croisement entre bactéries Hfr H{A)+Ss et 


bactéries F— P678(\)+S™, les recombinants T+L+Sr formés 4 temps variables, 
soit aprés étalement direct (courbe la de la figure 2), soit aprés traitement dans 
uo « mixeur » (courbe 1b de la figure 2) sont analysés quant a leur constitution 
génétique (voir tableau II). En abscisse, le temps auquel tes échantillons ont été 
prélevés. En ordonnée, la fréquence, parmi 100 recombinants T+L+St, des diffé- 
rents caractéres génétiques issus des bactéries Hfr. En pointillé, la constitution 
génétique des recombinants T+L+S" formés par les échantillons non_ traités 
(courbe la, fig. 2) ; en trait plein, celle des mémes recombinants formés par 
les échantillons traités (courbe 1b, tig. 2). A chacun des temps _ indiqués 
200 recombinants T+L+S" ont été analysés. 


jee tac-Gdl-Aq. Ir 2! H 424 Sm M 
88,5 18 2426 33 35 59 63 90 Ss 
Fic. 4. — Le groupe de liaison des bactéries HfrH. — Les chiffres indiquent les 


temps, aprés le mélange des bactéries Hfr H et F—, auxquels les différents caractéres 

commencent A étre transférés aux zygotes dans des expériences ou la conjugaison 

est interrompue A temps variables par agitation mécanique. O représente l’origine 

du chromosome HfrH, c’est-d-dire l’extrémité qui pénétre la premitre dans la 
bactérie F—. 
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Dans un croisement entre bactéries Hfr H M—S* et bactéries 
F— PA209 M+S* [8], on peut de méme déterminer les temps res- 
pectifs auxquels les caractéres Tr+, H+, S* et M— pénéetrent dans 
les bactléries réceptrices. Les résultats de telles expériences sont 
représentés sur la figure 4. 

Ainsi, au cours de la conjugaison entre bactéries Hfr H et 
bactéries F— les déterminants génétiques des bactéries Hfr H 
pénetrent d’autant plus tard dans les bactéries réceptrices qu’ils 
sont situés plus loin de l’une des extrémités O (ou origine) du 
chromosome -de la bactérie Hfr H. La polarité qui s’observait 
dans les fréquences de transmission de différents caractéres géné- 
tiques ou dans les fréquences de transfert de différents prophages 
inductibles est donc la conséquence du mécanisme méme par 
lequel s’accomplit le transfert de matériel génétique au cours 
de la conjugaison bactérienne. 


III]. Les fraPES DE LA FORMATION DES ZYGOTES. — Les expé- 
riences qui précédent permettent de définir et dans une certaine 
mesure d’individualiser trois étapes successives dans le processus 
qui conduit a la constitution des zygotes. Ce sont les collisions 
entre bactéries de types sexuels opposés, les appariements spéci- 
fiques et le transfert génétique. Aucune de ces étapes n’a 
d’expression qui lui soit propre et elles ne peuvent étre analysées 
que par leurs effets ultérieurs, c’est-a-dire la formation de recom- 
binants génétiques et, dans un croisement ot se produit l’induc- 
tion zygotique, la formation de centres infectieux. 


A. Les collisions entre bactéries de types sexuels opposés 
représentent nécessairement la premiére étape de la conjugaison. 
Ces collisions se font au hasard et il n’existe apparemment pas 
de facteurs spécifiques d’attraction entre hbactéries de types 
sexuels opposés. En effet, ainsi qu’il avait déja été observé dans 
le cas des croisements a basse fréquence de recombinaison entre 
bactéries F+ et F— {40}, la vitesse de conjugaison est, dans cer- 
taines limites, proportionnelle a la concentration des bactéries 
en présence [7]. Avec une probabilité encore mal connue, les 
collisions permettent la formation d’appariements spécifiques ou 
plutot de contacts efficaces, car ne sont reconnus comme tels que 
ceux d’entre eux qui sont suivis de transfert de matériel 
génétique. 

B. L’appariement spécifique peut étre distingué de l’étape 
précédente en diluant, 4 temps variables aprés leur mélange, les 
bactéries en voie de conjugaison. La dilution, qui diminue consi- 
dérablement la fréquence des collisions, laisse subsister les appa- 
riements spécifiques (fig. 1). La formation d’appariements spéci- 
ques, qui dépend selon toute vraisemblance de différences dans 


TRANSFERT DE MATERIEL GENETIQUE CHEZ E. COLI 653 


la structure et les propriétés de surface des bactéries de types 
sexuels opposés, se traduit au microscope électronique par l’exis- 
tence de tubes de conjugaison reliant ces bactéries (44 e-Les 
appariements spécifiques présentent vraisemblablement un certain 
degré de réversibilité car, pour certaines concentration de bac- 
téries (de l’ordre de 10*/ml), la vitesse de la conjugaison atteint 
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Fic. 5. — La cinétique des appariements spécifiques. — Des bactéries Hfr H{(X)+S8 
et F— P678(A)—S? sont mélangées dans les conditions habituelles d’un croisement 
(Hfr 2.107/ml, F— 4.108/ml) et le mélange agité au bain-marie 4 37°. Les échan- 
tillons prélevés 4 temps variables sont, d'une part dilués avec précaution au millitme 
dans du bouillon 1/10, et d’autre part, traités dans un « mixeur ». Les échan- 
tillons traités sont immédiatement étalés en présence de bactéries 112 S¥ sur 
milieu gélosé additionné de str*ptomycine (courbe B). Les échantillons non traités 
et dilués a 1/1000 sont maintenus au bain-marie 4 37° sans agitation, puis 
étalés soixante minutes aprés le début de l’expérience (courbe A). 


une valeur maxima qui n’augmente plus lorsqu’on éléve la 
concentration bactérienne. 

Cependant, la dilution et Vétalement immédiat d’échantil- 
lons provenant d’un mélange de bactéries en voie de conju- 
gaison (fig. 1) ne permettent pas de dénombrer tous les appa- 
riements spécifiques formés. On voit, en effet, sur la figure 2, 
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que les courbes qui sont censées exprimer Ja cinélique de for- 
mation des contacts efficaces (courbes la, 2a et 3a) ne sont 
pas paralléles aux courbes qui, dans la méme experience 
(courbes 1 b, 2b et 3b), expriment la cinétique de formation 
des zygotes. Comme il est peu vraisemblable que la vitesse de 
progression du segment chrosomosique O—TL—Gal varie selon 
le moment ot s’établissent les contacts efficaces, il semble que 
la dilution et l’étalement immédiat sur gélose additionnée de 
streplomycine aient pour conséquence de détruire une certaine 
fraction des appariements déja constitués ou méme de rompre 
daus une certaine fraction des cas, le chromosome en cours de 
transfert. 

Dans l’expérience représentée sur la figure 5, les échantillons 
prélevés au cours d’un croisement entre bactéries Hfr H(a)+ et 
bacléries F— P678(A)— ont élé dilués avec précaution en bouillon 
pour n’étre étalés tous que soixante minutes aprés le début de 
l’expérience. On voit que la pente initiale de la courbe ainsi 
obtenue est sensiblement la méme que celle de la courbe 
oblenue aprés interruption du processus de conjugaison dans un 
« mixeur ». On peut done conclure que la totalité des bactéries 
se sont appariées en moins de trente minutes. 

Les deux premicres étapes de la conjugaison, collisions et 
appariements spécifiques, ne peuvent étre reconnues que lors- 
qu’elles sont suivies du transfert de matériel génétique. On ne 
connait pas, & Vheure actuelle, de conditions qui permettent Ja 
formation des appariements spécifiques tout en empéchant le 
transfert de s’accomplir. On ne sait pas, en particulier, obtenir 
des populations de bactéries entre lesquel'es tous les apparie- 
ments spécifiques seraient déja réalisés sans que le transfert ait 
déja lui-méme commencé. 


C. Le transfert génétique est l’étape essentielle de la formation 
des zygotes. Nous en rappellerons briévement les caractéres prin- 
cipaux, puis nous en discuterons le mécanisme. 

Le transfert du matériel génétique se fait A sens unique des 
bactéries Hfr donatrices aux bactéries F— réceptrices. Ceci est 
démontré, non seulement par l’effet différentic! de la strepto- 
mycine [4], mais aussi par linduction zygotique qui ne se produit 
que dans les croisements entre bactéries donatrices lysogénes et 
bactéries réceptrices non lysogénes [4]. 

Seul le matériel génétique des bactéries donatrices semble étre 
transféré au cours de Ja conjugaison. Si du cytoplasme est éga- 
lement transféré, ce ne peut étre qu’en quantités minimes. En 
effet, dans un croisement Hfr H S* x F—S", le traitement des 
bactéries Hfr par la streptomycine est sans effet sur l’évolution 
des zygotes. On n’observe pas non plus de transfert, au cours de 
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la conjugaison, de phages a l’état végétatif [4], ni celui d’un 
enzyme tel que la f-galactosidase j42, 43]. 

Le transfert est incomplet car la grande majorité des zygotes 
ne regoivent qu'un segment chromosomique de la bactérie dona- 
trice ; orienté, car la fréquence de transfert des marqueurs géné- 
tiques dépend de leur position sur le chromosome de la bactérie 
donatrice, et progressif car les marqueurs dont le transfert est le 
plus fréquent sont aussi ceux qui pénétrent les premiers dans 
les zygotes. 

L’interprétation la plus simple des résultats que nous avons 
rapportés est que, sitdt établis les appariements spécifiques, le 
chromosome de la bactérie donatrice commence a pénétrer dans 
la bactérie réceptrice. Cette pénétration se faisant toujours par 
la méme extrémité, O, du chromosome Hfr H, les déterminants 
génétiques situés sur le chromosome pénétrent également dans la 
baclérie réceptrice selon un ordre fixe et prédéterminé. L’agi- 
fation mécanique qui sépare les bactéries en voie de conjugaison 
a pour elfet de rompre le tube qui les unit et le chromosome de 
ja bactérie Hfr H qui passe a travers ce tube. La progression du 
chromosome est suffisamment lente pour que, pendant son par- 
cours, il puisse étre & volonté rompu en un point quelconque de 
sa longueur. Si lon fait Phypothése que lorsque les conditions 
expérimenta'es demeurent constantes, le chromosome progresse 
a vitesse constante sur un segment suffisamment important de 
sa longueur, on est en droit de conclure que le temps qui s’écoule 
entre la pénétralion de deux délerminants génétiques donnés est 
une mesure de la distance physique qui sépare ces deux déter- 
minants. L’étude quantitative du transfert offre donc un moyen 
a la fois commode et précis de déterminer l’ordre et les distances 
relatives des délerminants génétiques bactériens. 

Au cours de la lente progression du chromosome de la bactérie 
donatrice, on congoit que des ruptures spontanées puissent se 
produire. Un caractére génétique aura donc d’autant moins de 
chances d’étre transféré qu’il est situé plus loin de l’origine du 
chromosome. Ceci explique que la totalité du chromosome de la 
bactérie Hfr H ne puisse qu’exceptionnellement étre transférée 
au cours de la conjugaison et que les caractéres situés loin de O 
solent par conséquent transmis, 4 basse fréquence, a des recom- 
binants. I] est donc clair que les résultats d’un croisement 
dépendent dans une large mesure des conditions expérimentales. 
Des dilutions trop brusques, une agitation trop violente, l’éta- 
lement précoce, peuvent produire le méme effet qu’une agitation 
dans le mixeur et interrompre une fraction p!us ou moins grande 
des conjugaisons. Ces considérations nous ont conduit 4 modifier 
la technique des croisements, en particulier lorsqu’il s’agit 
d’étudier le transfert des déterminants situés sur la partie distale 
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du chromosome Hfr H {8]. Si les résultats des croisements sont 
relativement constants lorsque ces croisements sont faits dans des 
conditions définies [2, 4], ces résultats varient lorsque les condi- 
tions sont modifiées. C’est ainsi que, dans les croisements 
réalisés avec les précautions indiquées, la fréquence des recom- 
binants T+L+S* peut atteindre 50 p. 100 et la polarité génétique 
que révele l’analyse de ces recombinants est moins accusée. II 
convient d’insister sur cette variabilité des résultats selon la tech- 
nique employée, variabilité qui est la conséquence méme du 
mécanisme par lequel s’accomplit le transfert génétique. 

Le transfert d’un prophage inductible a des bactéries non 
immunes a pour effet de détruire les bactéries réceptrices. 'L’in- 
duction zygotique entraine donc des conséquences génétiques 
qualitatives comparables a l’interruption de la conjugaison dans 
un mixeur. Ainsi, dans un croisement Hfr H(a)+ x F— P678(A)-, 
Vinduction zygolique du prophage 4 ne laisse subsister que les 
zygoles ayant recu des bacléries donatrices un segment chromo- 
somique plus court que O — Gal —% [2]. La constitution géné- 
tique des recombinants T+L+S* formés par de tels zygotes devrait 
done étre semblable a celle des recombinants T+L+S* formés, 
dans un croisement ot induction zygotique ne se produit pas, 
par les échantillons traités dans le « mixeur » a vingt-cing minutes, 
moment auquel le prophage % commence 4 pénétrer dans les 
bactéries réceptrices. C’est bien ce que permettent d’observer 
les résultats expérimentaux. Les fréquences avec _ lesquelles 
apparaissent les différents caractéres génétiques du segment 
0 — TL—Gal — sont sensiblement les mémes parmi les recombi- 
nants T+L+S*™ formés dans un croisement Hfr H(i) x F— P678(4)— 
et parmi 'es recombinants T+L+S* formés dans un croisement 
Hfr H(a)+ x F— P678(4)+ lorsque la conjugaison a été interrompue 
i vingt-cing minutes. 

Dans un croisement Hfr H(a4)+ x F— P678(4)-, V’induction zygo- 
lique, qui détruit plus de la moilié des zygotes, réduit dans les 
mémes proportions le nombre des recombinants T+L+S* formés 
par rapport 4 un croisement témoin Hfr H(a)+ x F— P678(a)+. 
L’évolution, en fonction du temps, du nombre de recombinants 
T+L+S* formés est trés différente dans les deux cas. Dans le 
croisement temom, ce nombre s’accroit réguliérement (fig. 1). 
Dans le croisement ot J'induction zygotique se produit, au 
contraire, ’évolution du nombre des recombinants est trés irré- 
guliére. Dans l’expérience rapportée sur le tableau I], un maxi- 
mum est atteint dés la quinziéme minute, puis le nombre des 
recombinants diminue légérement. La courbe ainsi obtenue est la 
résullante, d’une part, de l’accroissement du nombre des conju- 
gaisons en fonction du temps et, d’autre part, de l’accroissement 
du nombre de zygotes qui, ayant recu le prophage 2, sont détruits 
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‘lapLeau IT. — Cinétique de la formation de recombinants T+L+Sr 
dans des croisements entre bactéries HfrHSs lysogénes et bacté- 
ries F—P678S" lysogénes ou non lysogénes. 
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Les croisements sont réalisés dans les conditions habituelles. A des temps 

variables, les échantillons préleyés sont étalés sur milieu sélectif (recombinants 

T+IL+S"), soit immédiatement aprés dilution, soit aprés avoir été traités pendant 
deux minutes dans un « Waring blendor » placé 4 la chambre froide. 


(courbe 8, fig. 1). Le fait qu’un maximum est atteint vers la 
quinziéme minute est di vraisembiablement a ce qu’une fraction 
des conjugaisons étant interrompues par l|’étalement précoce, le 
transfert du prophage 2% n’a pas leu. 

On doit s’attendre & ce que la cinétique de formation des 
zygotes ayant recu les caractéres T+L+ des bactéries Hfr H soit 
trés semblable dans les deux expériences a condition que la 
conjugaison soit interrompue avant vingl-cing minutes, moment 
ou le prophage 4 commence a pénétrer dans les bactéries récep- 
trices. C’est en effet ce que l’on observe, comme l’indiquent les 
résutats rapportés sur le tableau Il. Dans les deux cas, le 
nombre des recombinants T+L+S" formés par les échantillons 
traités augmente réguli¢rement dans les échantillons prélevés apres 
dix minutes. Mais alors que, dans l’expérience oti l’induction 
zygolique ne se produit pas, ce nombre continue 4 augmenter 
jusqu’a la cinquanli¢me minute environ, dans le croisement ou 
Yinduction zygotique a lieu, ce nombre diminue a partir de la 
vingt-cinquiéme minute. Fait important, le nombre de recombi- 
nants T+L+S™ formés par les échantillons traités est, a vingt- 
cing minutes, supérieur & celui que forment les mémes échantil- 
lons non traités. 


is 
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L’interprétation de ces résultats est claire. Dans le croisement 
Hfr H(a)+ x F— P678(A)-, le nombre des recombinants formés 
par les échantillons traités  s’accroit réguli¢rement jusqu’au 
moment ou le prophage % pénétre dans les zygotes. En effet, des 
zygotes sont sauvés qui auraient été détruits par le prophage 4 
si le chromosome n’avait été rompu avant que ce prophage ait 
pu pénétrer. A partir de vingt-cing minutes, au contraire, une 
fraction de plus en plus importante des zygotes regoit le pro- 
phage 2 et est détruite. 

Les résullats d’une telle expérience sont compatibles avec les 
interprétations que nous avons proposées de ]’induction zygotique 
d’une part, du mécanisme du transfert génétique d’autre part. Le 
fait, en particulier, que le traitement dans le mixeur, appliqué 
avant le moment ot le prophage inductible 4 semb!e pénétrer 
dans les zygotes, ait pour effet d’augmenter en valeur absoluc 
le nombre des recombinants T+L+S* formés, est en faveur de 
Vhypothése selon laquelle ce traitement interrompt la conjugaison 
en séparant les bactéries accouplées, ce qui provoque la rupture 
du chromosome de la bactérie donatrice qui progresse a travers 
Je tube de conjugaison. 


DISCUSSION 


1° Le mécanisme du transfert génétique. — Les résultats des 
croisements entre bactéries Hfr H et bactéries F—- ont mis en 
jumiére toute une série de polarités successives qui, toutes, mani- 
fes'ement, devraient étre le reflet d’un méme processus fonda- 
mental. 

Polarité sexuelle qui exprimait le transfert, 4 sens unique, de 
matériel génétique des bactéries Hfr H aux bactéries F— {4}. 

Polarité génétique qui se manifestait d’abord par le fait que 
certains caractéres génétiques étaient transmis 4 haute fréquence 
a des recombinants, alors que d’autres caractéres n’étaient 
transmis qu’a basse fréquence {4]. Cette polarité, qui apparaissait 
méme a l’analyse des caractéres génétiques transmis a haute 
fréquence (segment — TL — Gal —) [2] se manifeste par un gra- 
dient continu dans les fréquences de transmission qui s’étend d’une 
extrémité i Vautre du chromosome Hfr H {3}. 
Polarité des segments transférés enfin, puisque des prophages 
inductibles ne sont transférés qu’a une fraction des zygotes seule- 
ment, et d’autant moins qu’ils sont situés plus loin de V’extrémité 
proximale O du chromosome Hfr H {8}. 

Le caractére orienté et progressif du transfert génétique au 
cours de la conjugaison, tel que nous le décrivons dans ce 
mémoire, suffit 4 lui seul 4 expliquer ces différentes polarités. 
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Les résultats concernant la cinétique du transfert génétique ont 
été confirmés par les travaux de Hayes et de Fisher d’une part, 
par ceux de Skaar et Garen d’autre part. 

Comme l’a montré Hayes [7], on peut interrompre la conju- 
gaison, a temps variables aprés le mélange des bactéries, en 
déiruisant les bactéries Hfr H par un bactériophage virulent. En 
utiisant cette technique, on obtient des résultats en tous points 
comparables a ceux que fournit l’agitation mécanique dans un 
miaeur. Pour que le transfert puisse s’accomplir, les bacteéries 
donairices doivent disposer d’une source d’énergie. On peut donc 
arréter le transfert génétique, soit en abaissant suffisamment la 
tempcrature, soit en ajoutant un inhibiteur métabolique tel que le 
2,4-dinitrophénol [44]. En abaissant la température de 387 a 32°, 
on réduit de moitié la vitesse du transfert génétique : la péné- 
tration des caractéres TL a lieu a dix-huit minutes au lieu de huit, 
celle de Lac a trente-huit minutes au lieu de dix-sept [7]. Fait 
important, aussi bien la constitution des appariements spécifiques 
que le transfert requicrent de l’énergie [44). 

‘Les expériences de Skaar et Garen [45] ont été faites non pas 
avec la souche Hfr H de Hayes, mais avec celle de Cavalli [46]. 
Comme dans les expériences de Hayes, les bactéries Hfr sont, 
& temps variables au cours de la conjugaison, détruites par le 
bactériophage T6; les bactéries réceptrices et les zygotes sont 
étalés sur un milieu complet additionné de lactose et d’un indica- 
teur coloré. La constitution génétique des recombinants Lact 
formés varie selon le temps auquel les échantillons ont été pré- 
levés ; mais J’ordre dans lequel les différents caractéres géné- 
liques des bactéries Hfr commencent 4 apparaitre (Lac, T,, L) 
est Vinverse de celui que l’on observe dans le cas des bactéries 
lita irae 

Le fait que des techniques aussi différentes que Vagitation 
mécanique et la destruction des bactéries donatrices par un bac- 
{ériophage fournissent des résultats en tous points comparables 
semble indiquer que le transfert génétique s’accompht bien selon 
le mécanisme que nous avons décrit. Cette interprélation a cepen- 
dant sou'evé quelques objections. Certaines ont trait au mécanisme 
méme de l’interruption de la conjugaison par des moyens méca- 
niques. D’autres portent plutot sur la justification qu’il y aurait 
4 étendre au processus normal du transfert les conclusions tirées 
des expériences dans lesquelles on interrompt Ja conjugaison. 

Selon Lederberg [47], la polarité génétique serait la consé- 
quence d’un défaut d’appariement entre chromosome HfrH et 
chromosome F-, suivi de |’élimination post-zygotique du segment 
chromosomique non apparié de la bactérie Hfr. Il convient de 
souligner qu’il s’agit la de deux notions distinctes, le défaut 
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d’appariement du segment distal du chromosome Hfr n’ayant pas 
pour conséquence nécessaire son élimination, Nous avons déja 
indiqué [8] qu’il n’existe aucun argument en faveur de Vexistence 
dun locus spécifique d’élimination situé sur le chromosome Hfr. 
Selon l’hypothése de Lederberg, le gradient que lon observe dans 
les [réquences de transmission des caractéres génétiques des bac- 
téries Hfr, comme celui que l’on observe dans les taux d’induction 
zygotique de divers prophages inductibles seraient la conséquence 
dun gradient d’appariement. L’agilation mécanique aurait pour 
effet de provoquer des anomalies dans l’appariement des chro- 
mosomes des deux types parentaux [49]. Outre qu’un tel méca- 
nisme apparait comme étant peu vraisemblable, il semble difficile 
quwil puisse étre invoqué dans les cas ot la conjugaison est inter- 
rompue par un bactériophage virulent qui n’agit exclusivement 
que sur les bactéries Hfr donatrices [7]. Quant a l’argument selon 
iequel, si méme l’agitation mécanique aboutissait réellement a la 
formation de zygotes incomplets, cela ne ferait que souligner 
qu’en l’absence de traitement c’est la totalité du chromosome de 
ja bactérie donatrice qui pénétre dans les zygotes [48], il a déja 
été suffisamment discuté pour qu’il soit nécessaire d’y revenir. 


Selon Skaar et Garen [45], Pinterruption de la conjugaison 
pourrait ne pas avoir pour effet de rompre le chromosome de 
la bactérie donatrice, mais plutdt de réaliser une sélection parmi 
les zygotes. La fragmentation du chromosome préexisterait donc 
‘ son transfert. Etant donné ce que nous savons des segments 
chromosomiques transférés aux zygotes [8], les fragments chro- 
mosomiques des bactéries Hfr H devraient avoir les mémes pro- 
priétés : ils devraient étre inégaux et avoir tous la méme extré- 
mité O. Plus encore, la cinétique de leur transfert ne saurait 
différer de celle que nous avons décrite pour l’ensemble du 
chromosome H{fr. Si, en effet, chaque segment était transféré tout 
d’une piéce, les différents caractéres des bactéries Hfr n’apparai- 
traient pas dans les zygotes selon un ordre défini. 


Une hypothése de ce type n’est donc pas trés différente de 
Vhypothése plus générale que nous avons proposée, mais elle se 
heurte a des difficultés beaucoup plus sérieuses. I} faudrait en 
particulier expliquer Je mécanisme par lequel s’accomplit la 
fragmentation du chromosome de }a bactérie Hfr avant son trans- 
fert. Supposons cependant qu’une telle hypothése soit exacte. Le 
transfert des différents segments serait progressif. Un segment 
court serait transféré plus vite qu’un segment lone. Le réle de 
Vagitation mécanique (ou du traitement par le phage) serait de 
sélectionner ceux des zygotes ayant regu la totalité du segment 
issu du type parental Hfr, les autres zygotes étant détruits par 
le traitement. En fonction du temps, le nombre des zygotes viables 
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augmenterait, en méme temps que la longueur des segments 
chromosomiques dont le transfert serait achevé. Dans un croise- 
ment entre bactéries Hfr H S* et bactéries F— P678 S™ dans lequel 
les bactéries Hfr H sont en excés (rapport Hfr/F— = 20), on sait 
que, vingt-cinq minutes aprés le mélange, la quasi-totalité des 
appariements spécifiques est déja réalisée (fig. 5). La moitié 
environ des zygoles capables de donner naissance A des recom- 
binants T+L+S* sont formés (fig. 2). Selon ’hypothése d’une frag- 
mentation chromosomique préalable 4 la conjugaison, ces zygotes 
auraient recu des segments plus courts que O — TL — Gal —. 
L’autre moitié des zygotes, qui recevraient un segment au moins 
égal a TL — Gal — si la conjugaison n’était pas interrompue, 
devraient done étre détruits par le traitement dans le « mixeur ». 
L’expérience rapportée sur le tableau I montre qu’il n’en est 
rien. On voit, en effet, que le nombre des bactéries réceptrices 
capables de former une colonie reste sensiblement constant tout 
au long de la conjugaison, que celle-ci ait ou n’ait pas été inter- 
rompue par agitation mécanique. On a également rapporté sur le 
tableau I les résuitats obtenus dans un croisement semblable, mais 
ot. ce sont les bactéries Hfr H qui sont en minorité. On peut 
voir que le nombre des bactéries Hfr reste sensiblement constant 
pendant toute la durée de la conjugaison et n’est pas affecté par 
le traitement dans le mixeur. Ainsi, pas plus Ja conjugaison que 
la rupture du pont qui unit les bactéries pendant cette conju- 
gaison n’ont d’effet sur la viabilité des bactéries parentales. 


2° La fécondation incompléte ou méromixie. — A la suite du 
transfert de matériel génétique d’une bactérie donatrice & une 
bactérie réceptrice, un zygote est formé qui est constitué essen- 
tiellement par la bactérie réceptrice et qui ne contient qu’un 
segment, de longueur variable, du chromosome de la_ bactérie 
donatrice. Il s’agit donc d’un zygote incomplet ou mérozygole. 
Non seulement un tel zygote est viable, que la rupture du chro- 
mosome de la bactérie donatrice ait été spontanée ou provoquée, 
mais l’apport génétique de la bactérie donatrice y est fonc- 
tionnel [7, 48]. C’est dans ce mérozygote que s’accomplissent les 
phénoménes de recombinaison qui aboutissent a la formation 
d’individus possédant des caracléres héréditaires de chacun des 
types parentaux. 

La conjugaison bactérienne se rapproche donc des autres modes 
de transfert de caractéres génétiques chez les bactéries, la trans- 
formation et la transduction, qui, comme elle, aboutissent 4 la 
formation de zygotes essentiellement constitués par la bactérie 
réceptrice et par un segment seulement du matériel génétique de 
la bactérie donatrice. C’est pourquoi il nous semble utile de 
réunir sous le terme de méromizie (de vepos : partie, et pwivts 
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mélange) les processus de transfert génétique qui ont pour résultal 
la formation de zygotes incomplets. 

Dans les trois modes connus de méromixie chez les bactéries, 
le transfert de matériel génétique se fait de bactéries donatrices 
a bactéries réceptrices, mais alors que, dans la conjugaison 
baclérienne, ce transfert fait suite a l’appariement de bactéries 
de sexes opposés, dans la fransduction, ie transfert est réalisé 
grace a un bactériophage tempéré qui joue le role d’un agent 
vecteur et, dans la transformation, c’est de l’acide désoxyribo- 
nucléique, extrait par l’expérimentateur des bactéries donatrices, 
qui pénétre dans les bactéries réceptrices. Quelles que soient les 
modalités du transfert, les prob:émes soulevés par le mécanisme 
de la recombinaison génétique dans un mérozygote sont compa- 
rables puisque, dans tous les cas, la recombinaison génétique 
s’accomplit entre le chromosome intact de la bactérie réceptrice 
et un fragment, qui peut étre trés court, du matériel génétique 
de la bactérie donatrice. 


3° Structure physique et mesure génétique. — Le mécanisme 
méme du transfert génétique au cours de la conjugaison bacté- 
rienne rialise des conditions exceptionnel'ement favorables a 
Vétude des relations entre les déterminants génétiques et la 
structure qui les porte, c’est-a-dire le chromosome bactérien. II 
offre, en effet, la possibilité de déterminer les distances qui 
séparent deux déterminants génétiques donnés, d’une part par des 
MMS génétiques, d’autre part par des méthodes physiques. 
Chez la plupart des organismes, seules les méthodes génétiques 
peuvent étre utilisées. Les distances entre déterminants génétiques 
sont exprimées en unifés de recombinaison, unités arbitraires, 
sans rapport nécessaire avec les distances physiques qui séparent 
ces déterminants. Ces mémes méthodes de mesure peuvent étre 
appliquées dans le cas de la conjugaison bactérienne, A condition 
de ne tenir compte que des zygotes ayant recu des segments 
généliques identiques du type parental Hfr. 

Une seconde méthode, qui est applicable dans le cas de la 
conjugaison bactérienne et qui est indépendante du processus de 
recombinaison génétique, consiste 4 mesurer les dis!ances entre 
déterminants génétiques en unilés de temps. Si la progression 
du chromosome de la bactérie donatrice a lieu a vitesse constante 
dans la région ot cette mesure est faite, les distances ainsi 
mesurées sont proportionnelles aux distances physiques qui 
séparent les déterminants généliques portés par le segment consi- 
déré. En utilisant des bactéries Hfr qui différent quant a la 
position de Vorigine O sur le groupe de liaison bactérien [49], 
on peut démontrer que la vitesse de pénétration du chromosome 
de la bactérie Hfr est sensib'ement constante sur la premiére 


TRANSFERT DE MATERIEL GENETIQUE CHEZ E. COLI 663 


moitié de sa longueur. En interrompant la conjugaison a temps 
variables, on peut done obtenir des indications sur les distances 
relatives entre déterminants bactériens. 

Une troisiéme méthode enfin [20], qui fera Pobjet du prochain 
mémoire de cette série [24], permet d’établir une relation directe 
entre la structure physico-chimique du chromosome (nombre 
@atomes de phosphore) et les deux méthodes de mesure que 
nous venons d’indiquer. 


RESUME 


1° La conjugaison bactérienne comporte deux élapes princi- 
pales : la formation des zygotes et la formation des recombinants 
eénétiques. La premiére s’étend depuis la rencontre de deux 
bactéries de types sexuels opposés jusqu’aéa la constitution d’un 
zygote par transfert de matériel génétique de la bactérie donatrice 
a la bactérie réceptrice. La seconde qui se déroule dans la 
bactérie réceptrice devenue zygote s’étend jusqu’a la formation 
d’un clone de bactéries de type recombinant. 

2° Dans la formation des zygotes, on peut distinguer trois 
élapes successives : les collisions entre bactéries de types sexueis 
opposés qui aboutissent a la formation de contacts efficaces ou 
appariements Re ess eux-mémes suivis du transfert de maté- 
riel génétique de bactérie donatrice 4 bactérie réceptrice. 

3° Les contacts efficaces commencent a se produire dés le 
mélange des bactéries de sexe opposé. Ils résistent a la dilution 
si celle-ci est faite avec précaution. Dans les conditions habituelles 
d’un croisement, la conjugaison de la totalité des bactéries est 
réalisée en moins de vingt-cing minutes. 

° Le transfert génétique consiste dans la pénélration orientée 
et progressive du chromosome de la bactérie Hfr dans la bae- 
térie F—. Cette pénétration se fait toujours par la méme extré- 
mité ou origine O du chromosome H{r, suivie, dans un ordre 
prédéterminé, par les divers déterminants généliques de la bactérie. 
Dans les conditions habituelles d’un croisement, la pénétration 
de la totalité du chromosome Hfr prend environ deux heures. 

5° Au cours de la lente progression du chromosome de la 
bactérie donatrice, des ruptures spontanées se produisent, de 
sorte qu’un caraclére génétique a d’aulant moins de chance d’étre 
transféré aux zygotes qu’il est situé plus loin de l’extrémité 
proximale O du chromosome Hfr. ‘La probabilité de rupture du 
chromosome et, partant, la probabilité de transfert d’un caractére 
distal dépendant dans une trés large mesure des conditions expé- 
rimentales (agitation, dilutions, moment de 1’étalement). 

6° L’interruption de la conjugaison, et done du transfert géné- 
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tique, peut étre réalisée a volonté par une agilation dans un 
« mixeur ». Ce traitement laisse survivre aussi bien les types 
parentaux que les zygotes. On peut ainsi déterminer avec préci- 
sion le moment ot un déterminant génétique particulier a ¢te 
iransféré de la bactérie Hfr donatrice a la bactérie F— réceptrice 
et dresser en unités de temps une carte génétique du chromo- 
some Hfr. 

7° La pénétration du chromosome Hfr dans la bactérie F— se 
fait A vitesse sensiblement constante tout au moins sur la premiere 
moitié de sa longueur. La carte génétique en unité de temps 
semble done constituer une représentation satisfaisante de la 
distance physique qui sépare les déterminants génétiques sur le 
chromosome bactérien. Ceci permet d’établir une relation entre 
mesures généliques et mesures physiques. 

8° Le transfert étant, dans l’immense majorité des cas, partiel, 
les zygotes formés sont des zygotes incomplets ou mérozygotes. 
On peut donc rapprocher la conjugaison bactérienne des autres 
modes de transfert génétique chez les bactéries (transformation 
et transduction) et réunir sous le terme de méromizie les diffé- 
rents processus de transfert partiel ou de fécondation incomplete 
qui aboutissent & la formation de mérozygoles constitués essen- 
tiellement par la cellule réceptrice et par une partie seulement 
du matériel génétique de la cellule donatrice. 


SUMMARY 


ON THE PROCESS OF CONJUGATION AND RECOMBINATION IN E. coli. 
V. THE MECHANISM OF TRANSFER OF GENETIC MATERIAL. 


1. Bacterial conjugation involves two main steps: the forma- 
tion of the zygotes and the formation of genetic recombinants. 
The first one extends from the encounter of two bacteria of 
opposite mating type to the completion of a zygote by transfer 
of genetic material from donor to recipient. The second one, 
which takes place in the recipient which has become a zygote, 
extends until the formation of a clone of recombinant type. 

2. In the formation of the zygotes, one may distinguish three 
successive steps: the collisions between bacteria of opposite 
mating types which lead to the formation of effective contacts 
or specific pairing, which are followed by transfer of genetic 
material from the donor to the recipient bacterium. 

3. The effective contacts begin as soon as the bacteria of oppo- 
site mating types are mixed. They resist dilution when gently 
made. In the usual conditions of a cross, all possible conjuga- 
tions take place in less than 25 minutes. “e 

4. Genetic transfer consists in the oriented and progressive 
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penetration of the Hfr chromosome into the F— bacterium. It 
is always the same extremity or origin, O, of the Hfr chromo- 
some which penetrates first, followed in a predetermined order 
by the various genetic determinants of the Hfr bacterium. In 
the usual conditions of a cross, the penetration of the whole Hfr 
chromosome takes about two hours. 

5. During the slow progression of the Hfr chromosome, spon- 
taneous ruptures occur, so that, for a genetic character, the 
farther its location from the proximal end O of the Hfr chromo- 
some, the smaller the chance of its transfer. The probability of 
rupture of the Hfr chromosome, and thus the probability of 
transfer of a distal character are strongly dependent on the expe- 
rimental conditions (shaking, dilutions, time of plating). 

6. The interruption of conjugation, and hence of genetic 
transfer, may be achieved at will by stirring in a Waring blendor. 
This treatment is without effect on the survival of either parental 
types or zygotes. The time at which any given genetic determi- 
nant has been transferred from Hfr donor to F— recipient may 
thus be determined with precision and a genetic map of the Hfr 
chromosome be drawn in time units. 

7. The penetration of the Hfr chromosome occurs at a roughly 
constant speed along the first half of its length. The genetic 
map in time units appears therefore to afford a_ satisfactory 
representation of the physical distance between genetic determi- 
nants. It is thus made possible to relate genetic and physical 
measures. 

8. Transfer being partial in the great majority of the cases, 
the zygotes formed are incomplete zygotes or merozygotes. Bac- 
terial conjugation may thus be brought together with the. other 
known modes of genetic transfer in bacteria (transformation and 
transduction) and the name meromizis has been coined to desi- 
enate those processes of partial transfer or incomplete fertilization 
whereby merozygotes are formed which are essenlialy constituted 
by the recipient cell and only part of the genetic material of the 
donor cell. 


* 
xk * 
Nous tenons A remercier M™ Yannick Stampfli et M"® Michéle 


Fiquet pour l’aide qu’elles nous ont apportée dans la réalisation 
de ce travail. 
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IV. — Les siorypes cuez Streplococcus faecalis. 


Parmi les espéces apartenant au genre Slreplocoecus, genre 
qui groupe les « Micrococcaceae en chaines » [26], Streptococcus 
faecalis et Streptococcus durans se distinguent par la résistance 
aux conditions hostiles réalisées dans les critéres de Sherman [384| 
et par V’appartenance au groupe D Lancefield. Les critéres de 
Sherman sont les suivants : développement a la température de 
10° et a la température de 45°, résistance & un chauffage de 
vingt minutes 4 55°; développement en présence de 40 p. 100 
de bile, de 6,5 p. 100 de chlorure de sodium, développement 
i pH 9,6 et développement dans du lait contenant 0,1 p. 100 de 
bleu de méthyléne. Ces caractéres communs rapprochent les deux 
espéces, que l’on groupe souvent sous le nom d’Entérocoques ou 
Enterococcus. L’espéce St. faecalis elle-méme comporte les 
variétés protéolytique et hémolytique (liquefaciens et zymogenes), 
que certains auteurs ont promues parfois au rang d’espéces [5]. 
Bien qu’appartenant au groupe D, Streptococcus bovis se dis- 
lingue neltement en ce qu’il ne répond pas 4 la plupart des 
critéres de Sherman. 

A Vintérieur méme du groupe Enterococcus, la distinction des 
espéces est délicate, et l’accord est loin d’étre fait & son sujet. 


(*) Manuscrit recu le 16 juin 1958. 
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Orla Jensens distinguait deux espéces : Streptococcus faecium et 
Streptococcus glyceri inaceus {25] dans les souches que Sherman 
groupa sous le nom unique de Streptococcus faecalis. En 1950, 
Skadhauge proposa de subdiviser cette espéce unique, et de 
distinguer Streplococcus faecalis (proprium) de Streptococcus 
faecium, en se fondant sur l’épreuve de résistance au tellurite 
de potassium utilisé a la concentration de 1/2500; en effet, les 
souches résistantes & ce taux constituent un lot homogéne fermen- 
tant généralement le sorbitol mais rarement l’arabinose, possé- 
dant un pouvoir réducteur puissant et formant habituellement 
sur gélose au sang des colonies de couleur blanc laiteux et de 
consistance analogue a celle du beurre. Dans le lot des souches 
sensibles au tellurite apparamment beaucoup moins homogéne, 
se distingueraient Streptococcus durans d'une part, et d’autre 
part, des souches répondant aux criteres de Sherman, mais fer- 
mentant assez constamment l’arabinose, rarement le sorbitol, et 
dont les propriétés réductrices sont variables, quoique dans 
l’ensemble moins prononcées que celles des souches résistantes ; 
ce sont elles que Skadhauge groupe sous la dénominalion de 
Streptococcus faecium. On a estimé par ailleurs que cette distinc- 
tion entre faecium et faecalis présentait un intérét pratique ; en 
effet, d’aprés Cooper et Ramadan [9] Streptococcus faecalis 
« typique » ne se rencontrerait pas dans les excréments animaux ; 
il devenait done possible de déterminer l’origine de la contami- 
nation d’un produit alimentaire d’aprés la nature de l’entéro- 
coque isolé, notamment dans les semi-conserves de viande. Pour 
les auteurs anglais notamment [8, 4], St. faecalis serait la signa- 
ture d’une contamination fécale 4d’ origine humaine tandis que 
St, faecium, hdte habituel de lintestin des animaux et particulié- 
rement du pore, traduirait une contamination d’origine animale. 


Kn réalité, méme les partisans de cette distinction reconnaissent 
quil n’y a pas de limites nettement tranchées entre les différentes 
« especes » & Vintérieur du groupe Enterococcus et admettent 
existence d’un grand nombre de formes inclassifiables [30, 32). 


* 
xk 


Dans notre étude, les tesis de Sherman se sont avérés positifs 
pour la majorité des souches, les souches défaillantes ne |’étant 
que pour une ou deux épreuves au plus, ces derniéres se recru- 
tant principalement parmi celles tirées des excréments animauy. 
La détermination du groupe sérologique a montré que les 
souches défaillantes aux critéres de Sherman n ‘appartiennent pas 
au groupe D, ou de fagon douteuse, mais c’est aussi le cas de 
certaines souches qui répondent a ces critéres. La difficulté 


IDENTIFICATION DES STREPTOCOQUES 669 


d’obtenir des sérums suffisamment puissants, soulignée par 
Skadhauge et Buttiaux, peut expliquer ces faits. 

I] est incontestable que parmi les germes répondant aux 
critéres de Sherman, deux types trés tranchés s’individualisent, 
chaque type étant défini par des caractéres s’opposant a ceux de 
Yautre. Nous avons sélectionné les caractéres suivants pour 
essayer de définir ces deux types faecalis et faecium : 


faecalis faecium 


Pousse sur milieu solide conte- Ne pousse pas dans ces condi- 


nant 1/2500 de tellurite de tions. 
potassium. 
Attaque le sorbitol. N’attaque pas le sorbitol. 
N’attaque pas larabinose. Attaque larabinose. 
Réduit fortement le lait tourne- Faible réduction du lait tourne- 
solé. solé. 
Produit des colonies rouges sur Produit des colonies blanches 
le miheu de Barnes au T.T.C. sur ce méme milieu. 


Ces cing caractéres n’ont pas la méme valeur discriminatoire. 
Les figures 1, 2, 3 et 4 montrent quelle est la répartition des 
souches qui présentent un nombre quelconque de ces caractéres, 
c’est-a-dire la proportion de souches typiques et de souches en 
différant par l’absence de 1, 2, 3 ou 4 caractéres. La résistance 
au tellurite en milieu solide et la fermentation du sorbitol consti- 
tuent les critéres de différenciation les plus stirs. En revanche, !a 
forte réduction du lait tournesolé n’est nullement caractéristique 
du faecalis typique et on la rencontre chez des souches qui en sont 
éloignées. 

La spécificité de l’épreuve de réduction du 2.3.5 triphényl tétra- 
zolium sur le milieu de Barnes [2] est bien supérieure a celle de 
la réduction du lait tournesolé. Il est probable que ceci tient a ce 
que le pH dans le milieu de Barnes est soigneusement fixé a la 
valeur la plus favorable a la distinction entre les deux types. En 
fait, le graphique 3 ne rend pas exactement compte de la réalité ; 
en effet, si la discrimination est aisée sur la gélose au T. T. C. 
pour les types extrémes, beaucoup de souches donnent des résul- 
tats d’interprétation difficile. Il est fréquent d’observer des colo- 
nies 4 centre rouge et a bordure rose plus ou moins large. 
D’autre part, sur une méme boile, suivant la densité des colonies, 
on peut rencontrer les deux types. En particulier, on observe que 
les colonies trés rapprochées les unes des autres sont blanches 
ou roses, tandis que celles qui sont séparées sont rouges en leur 
centre ou en leur totalité. De plus, les résultats sont extrémement 
sensibles aux modifications du pH. Pour une variation légére de 
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celui-ci on peut, en effet, transformer les colonies blanches en 
colonies rouges et inversement. Autrement dit, on a l]’impression 
que tous les intermédiaires existent entre les deux types extrémes ; 
il parait arbitraire, sur la base de ce critére physiologique et 
comme tel, trés vraisemblablement sujet a de grosses variations 
d’intensité, de décider si les souches placées en ‘position moyenne 
appartiennent a lun ou lautre type. 

Le nombre des caracléres en opposition ne se réduit pas néces- 
sairement aux 5 que nous avons utilisés pour définir les types. 


2 7 
as Bizz 
4 Se. I 5 4 3 2 Bf 


Bie. 1 Fic 


Fic. 1. — Répartition du nombre des souches résistantes A la concentration 

de 1/2 500 de tellurite de potassium et qui possédent les 5 caractéres définissant 

le type faecalis ou 4, 3, 2 ou 1 de ces caractéres. En ordonnées, le nombre de 
souches, en abscisses, le nombre de caractéres. 


Fic. 2. — Répartition du nombre des souches attaquant le sorbitol et qui possédent 
les 5 caractéres définissant le type faecalis ou 4, 3, 2 ou 1 de ces caractéres. En 
ordonnées le nombre de souches, en abscisses le nombre de caractéres. 


La présence ou labsence d’enzymes capables de décarboxyler la 
tyrosine notamment, pourraient étre retenues comme éléments de 
différenciation. Cependant, st elle se rencontre de maniére pra- 
tiquement constante chez le type faecalis, cette activité décarboxy- 
lasique se rencontre également chez un nombre considérable de 
souches se différanciant du faecalis typique par plusieurs carac- 
teres ; de ce fait, elle ne constitue pas un critére de grande valeur 
pour permettre de classer une souche dans une catégorie ou dans 
lautre. Nous n’avons pas non plus retenu les différence dans ja 
morphologie des colonies, 4 savoir leur degré de consistance et 
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de transparence, qui est d’appréciation par trop subjective ect 
constitue un critére trés incertain. L’aspect sur gélose au sang se 
révée également impropre a la classification, car le degré de 
corrélation de cet aspect avec les caractéres déja retenus est 
faibie. 

_La propriété de liquéfier la gélatine caractérise la variété dite 
lique/aciens. Les souches de ce type présentent tres généralement 
les caractéres d’un faecalis typique bien que |’on note assez sou- 
vent l’absence d’un caractére, une moindre intensité dans les phé- 


13 
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Fic. 3. — Répartition du nombre des souches produisant des colonies rouges sur 

le milieu de Barnes, au 2.3.5 T.T.C. et qui posstdent les 5 caractéres définis- 

sant le type faecalis ou 4, 3, 2 ou 1 de ces caracttres. En ordonnées, le nombre de 
souches, en abscisses, le nombre de caractéres. 


Fic. 4. — Répartition du nombre des souches réduisant activernent le lait 

tournesolé et qui possédent les 5 caractéres définissant le type jaecalis ou 4, 3, 

2 ou 1 de ces caractéres. En ordonnées, le nombre de souches; en abscisses, le 
nombre de caractéres. 


noménes de réduction ou un développement plus lent sur ia 
gélose au tellurite. 

Il résulte de tout ceci que la prise en considération d’un nombre 
plus grand de critéres étale la courbe de répartition du nombre 
de souches présentant groupés tout ou partie de ces caractéres, 
si bien qu’il devient de plus en plus difficile de définir ce qu’on 
appellera une forme typique. L’ulilisation des cing caractéres 
auxquels nous nous sommes limités montre déja Vexistence d’un 
nombre élevé de formes intermédiaires, qui different des formes 
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« typiques » par labsence de l’un, l’autre, ou plusieurs des carac- 
teres, L’existence de chacun de ceux-ci parait indépendante de 
la présence ou de l’absence des autres quoiqu’il existe entre eux 
un certain degré de corrélation; si l’on considére les formes 
« typiques » faecalis et faecium comme des espéces, la classifi- 
cation des formes intermédiaires devient impossible. Or, la pro- 
portion de ces derniéres serait d’autant plus élevée que lon 
retiendrait un plus grand nombre de critéres pour définir les 
formes typiques. 

La subdivision de l’espéce unique St. faecalis en deux espéces : 
St. faecalis et St. faecium peut parailre enfin en opposition avec 
l’évolution des idées sur la notion d’espéce bactérienne. On peut. 
en effet, se demander s’il est bien convenable d’obéir a la ten- 
dance Aa la subdivision indéfiniment poursuivie de « l’espéce » 
bactérienne. Certaines données biochimiques [38], et, surtout, le 
développement de la génétique et la connaissance des phénoménes 
de la sexualité bactérienne [28] montrent que des recombinaisons 
vénétiques sont possibles par transduction, transformation ou 
conjugaison entre des bactéries classées non seulement dans des 
espéces mais dans des genres différents. Ces phénomeénes pour- 
raient amener a reconsidérer la classification des bactéries dans 
le sens d’un regroupement. ‘La maniére dont s’exprime Renoux 
[27] au sujet des Brucella nous parait pouvoir parfaitement s’appli- 
quer au cas du groupe Enterococcus (1). Dans cet esprit, 11 nous 
parait judicieux de conserver l’espéce unique St. faecalis mais de 
distinguer 2 biotypes individualisés par la coexistence d’un groupe 
de caractéres physiologiques : la variété faecalis proprium et la 
variété faecium. Parmi ces caractéres les cing que nous avons 
retenus nous paraissent les plus importants, mais il doit rester 
bien entendu que la distinction entre faecalis et faecium est 
conventionnelle sinon arbitraire et qu’il existe un nombre consideé- 
rable de souches se différanciant de chacune de ces variétés par 
autant de caractéres que l’on voudra. 


La distinction entre ces biotypes conserverait cependant une 
importance pratique si, comme l’ont affirmé certains auteurs, la 
présence ou l’absence de l’un ou l'autre type caractérisait la flore 
intestinale de ’homme ou de certains animaux. Ainsi Miss Barnes 


(1) « En V’état actuel de nos connaissances, il n’existe aucun carac- 
ttre morphologique, biochimique, antigénique ou de virulence qui 
soit propre a une Brucella quelconque ; en sens inverse, un fort 
faisceau de présomplions laisse 4 penser que les espéces actuellement 
connues de Brucella ne sont que les biotypes d’une espéce unique... 
Les trés nombreuses souches « atypiques » ou « aberrantes » recoivent 
des dénominations subjectives qui dépendent plus de Vopinion des 
auteurs que des faits observés. » 
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a tres rarement isolé le type faecalis dans les excréments du pore, 
alors qu’en revanche elle en isole fréquemment le type faecium. 
Mais ces résultats sont controversés, ainsi Buttiaux [6] a rencontré 
le type faecalis dans 53,8 p. 100 des intestins de pores quoique ce 
type soit en général quantitalivement moins abondant que faecium ; 
inversement, il a rencontré fréquemment faecium dans les féces 
humaines [6], bien qu’en moins grande abondance que faecalis 

le type faecium serait donc le plus largement répandu dans l’en- 
semble des espéces humaines et animales, ce qui explique sa plus 
grande fréquence dans les produits soumis A des contaminations 
fécales. Nos résultats vont dans le sens de ceux de Buttiaux 
puisque nous avons aussi isolé dans les féces animales des 
faecalis « lypiques » ou trés voisins des faecalis typiques notam- 
ment par l’usage du milieu a Vesculine, premiére maniére. La 
différence entre les pourcentages obtenus par cet auteur et nous- 
mémes peut tenir a ce que les maniéres d’isoler les souches n’ont 
pas été identiques. Nous n’avons isolé qu’une seule souche par 
animal afin d’augmenter la chance d’isoler des souches diff¢rant 
entre elles ; alors qu’au contraire Buttiaux a cherché a dénombrer 
les proportions relatives de chaque type existant dans les féces 
d'un méme animal. Devant la contradiction de ses résultats et de 
ceux de Miss Barnes, Butthaux se demande si la flore intestinale 
des animaux ne varierait pas beaucoup suivant les contrées. [1 
nous semble possible de soulever une autre hypothése : peut-étre 
le type faecalis est-il défini de facon plus restrictive par Miss 
Barnes que par Buttiaux, ce dont il est difficile de juger puisque 
les auteurs ne donnent pas de précisions suffisantes sur le nombre 
et la qualité des critéres utilisées pour le diagnostic. Dans cette 
hypothese, la contradiction apparente ne serail en réalité qu’une 
équivoque portant sur Vétiquetage des formes intermediaires. 
Pour cette raison méme, 11 est illusoire de chercher a réaliser 
un milieu destiné a la différenciation entre faecalis et faecium a 
Vaide d’un seul critére physiologique, & moins que |’on accepte 
un pourcenlage relativement élevé d’erreur. Le milieu de Barnes, 
ou le critére est la réduction du tétrazolium, s’il a des avantages 
certains de rapidité et de simplicité, conduirait, si lon ne se 
rapporte qu’a la seule coloration des colonies rouges ou b!anches, 
i dénombrer beaucoup plus de faecalis chez le pore et les ani- 
maux domestiques que si l’on fait appel a un faisceau de carac- 
teres. Comme le montrent les graphiques 5 et 6, les biotypes 
extrémes sont fréquemment isolés dans les excréments humains ; 
au contraire, dans les féces animales l’isolement de S. faecalis 
ou S. faecium typique est rare : 82 p. 100 des entérocoques sont 
des formes intermédiaires 4 mi-chemin entre le type faecium et 
ie type faecalis ; mais, dans toutes les espéces, nous avons isolé 
tous les types possibies. En réalité, ce qui oppose les excréments 
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humains aux excréments des animaux, ce n’est pas la présence 
ou l’absence du fuecalis typique ou de faecium typique, mais la 
répartition statistique des formes intermédiaires inclassables 
actuellement, et qui sont celles justement que ]’on tend a sous- 
estimer quand on propose de subdiviser l’espéce unitaire seu- 
lement en deux nouvelles espéces. 


Une autre raison invoquée en faveur de cette subdivision, c’est 
existence d’une corrélation élevée entre le type faecalis et le 
pouvoir pathogéne vis-a-vis de l’espéce humaine. 


24 


1g f 
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ee 
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faecalis ——— ne faecium 


Fic. 5. — Le biotype faecalis s’oppose au biotype faecium caractére pour caractére. 

La possession des 5 caractéres étudiés (N) définit le type faecalis, l'absence des 

5 caractéres (N-D) définit le type faecium. Les souches intermédiaires sont repré- 

sentées par N-1, N-2, N-3, N-4 caractéres ce qui, dans le méme ordre, les éloigne 

du type faecalis et les rapproche du type faecium, Les graphiques montrent quelle 

est la répartition du nombre des souches en fonction du nombre des caractéres 
qu’elles présentent. 


5 montre cette répartition dans Jes féces humaines ot prédominent les 


types extrémes ; la figure 6 la montre dans les féces animales ot prédominent les 
formes intermédiaires. 


Ia figure 


Plusieurs auteurs ont insisté sur ce point [46, 36] et on ne reléve 
pas d’opinion contraire (2). Nous avons étudié les caractéres 
biochimiques de 22 souches provenant de produits pathologiques, 
dont 7 d’hémocultures pratiquées dans des cas d’endocardites 


(2) On a cependant décrit chez la souris des infections dues 4 un 
entérocoque que ses caractéres éloignent du faecalis typique [413]. 
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infectieuses. Nous avons constaté que 19 de ces souches sont des 
faecalis « typiques » en ce qu’elles possédent les 5 critéres que 
nous avons étudiés; 2 se distinguent par l’absence d’un carac- 
tére et 1 par l’absence de deux caractéres. I] faut noter enfin la 
présence de 3 faecalis de la variété liquefaciens. Ici encore il 
apparait qu’il existe une corrélation élevée entre l’appartenance 
au type faecalis et le pouvoir pathogéne pour l’homme, mais non 
pas une relation absolue de cause a effet. 

En résumé, pour toutes ces raisons, il ne parait pas opportun 
de subdiviser en deux nouvelles espéces l’espéce unitaire S. 
faecalis, parce qu’une telle subdivision est arbitraire et surtout 
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faecalis — faeciun 


Fic. 6. — Méme légende que figure 5. 


trop rigide.. Cette critique n’enléve rien au fait que la répartition 
des biotypes dans l’intestin de homme et des animaux n’est pas 
la méme; mais ce fait ne peut étre utilisé pour en déduire 
lorigine de la contamination fécale que si l’on s’appuie, non pas 
uniquement sur la considération des deux biotypes extrémes 
faecalis et faectum, mais également sur celle des biotypes inter- 
médiaires ; enfin, en tout état de cause, une conclusion de cet 
ordre ne saurait étre absolue et doit s’exprimer en probabilité. 


V. — MISsE AU POINT D’UN MILIEU SELECTIF, DEUXIEME MANIERE. 


Puisqu’il apparait que chacun des différents biotypes a l’inté- 
rieur de Vespéce St. faecalis est répandu de facon ubiquitaire 
dans les féces, une technique sensible de dépistage de la conta- 
mination fécale doit permettre d’isoler tous ces types. Nous avons 
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done cherché 4 améliorer le milieu sélectif premiére maniére, en 
augmentant sa sensibilité notamment vis-a-vis du type faecium : 
dans ce but, nous l’avons enrichi par l’adjonction de cervelle de 
veau et de cceur de beeuf. Dans ces nouvelles conditions, 166 sou- 
ches sur 173 se développérent de maniére luxuriante donnant des 
colonies de grosse taille de forme convexe, 4 centre opaque et 
a bord transparent, s’entourant d’un halo noir qui s’étendait rapi- 
dement. Les 87 souches restantes se développérent également 
mais difficilement, et le noircissement ne se manifesta que de 
facon inconstante et tardive. 

Nous avons recherché quels pouvaient étre les facteurs qui 
favoriseraient le noircissement du milieu par ces 7 souches qui 
ne le faisaient que de maniére inconstante et toujours faiblement. 
Nous nous sommes demandé, tout d’abord, si nous ne nous trou- 
vions pas en présence d’une adaptation enzymatique, l’enzyme 
responsabie de l’hydrolyse de l’esculine n’apparaissant qu’aprés 
l’épuisement de certains éléments nutritifs. Puisque l’on sait que 
la présence de glucose dans un milieu est d’une maniére trés 
générale inhibitrice du phénoméne d’adaptation enzymatique, 
nous avons cherché a en éliminer les traces éventuelles. Dans ce 
but, nous avons abandonné pendant trente-six heures, a la tem- 
pérature du laboratoire, le bouillon de base aprés y avoir ajouté 
dans la proportion de 50 cm, pour 450 cm, de bouillon un extrait 
de levure riche en zymase, préparé suivant la méthode de 
Lebedew [20]. Aprés ce traitement le milieu était complété par 
Vaddition de la fraction : esculine-citrate-nitrure et autoclave. 


Les souches qui ne noircissaient pas ayant été essayées sur ce 
milieu, on n’a observé aucune modification ni des caractéres 
morphologiques des colonies, ni de Vutihsation de l’esculine. 
D’ailleurs inversement, l’addition de glucose dans le milieu a la 
concentration de 1/1000 ne se montre pas inhibitrice de l’utili- 
sation du glucoside ; notamment les souches qui antérieurement 
no:reissaient activement et précocement, ont continué a le faire. 

Dans une seconde série d’expériences nous avons recherché si 
par 'ajustement des conditions de pH et de concentration en 
nitrure de sodium, il ne serait pas possible d’obtenir un bon déve- 
loppement de toutes les souches accompagné de noircissement. 
Nous nous sommes servis, comme germes d’expérience, des 
7 souches défaillantes auxquel: es nous avons adjoint 2 souches 
témoins (C° L*) qui avaient toujours présenté un bon dévelop- 
pement et un noircissement intense. 


Nous avons donc étudié systématiquement l’influence du pH 
entre les valeurs de 7,5 et 9,6 sur la luxuriance et le noircisse- 
ment, en présence de concentrations variables de nitrure allant 
de 0 a 2,50 g par litre. On a constaté que la concentration en 
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nitrure d’une part, et l’élévation du pH d’autre part, jouaient 
dans le méme sens: on voit sur la figure 7 (courbe A) qu "en 
Vabsence de nitrure toutes les souches noircissaient le milieu jus- 
qua pH8, puis le nombre des souches noircissant diminuait 
lorsque le pH s’élevait et A pH 9,6 seules les deux souches témoins 
provoquaient le noircissement. Or, plus on élevait la concentration 
de nitrure, plus l’effet inhibiteur de l’élévation du pH sur le noir- 
cissement ‘diminuait. La courbe B de la figure 7 montre qu’ a la 
concentration de 2 g p. 1 000 en nitrure de sodium le milieu ne 
noircissait plus que faiblement pour les pH les plus bas, mais 
ee pH 9 toutes les souches noircissaient fortement. Crest 4 
pH 9, en présence de 2,25 g de nitrure de sodium p. 1 000, que le 


N 


75 8 85 9 95. pH 


Fic. 7. — Variations du nombre de souches noircissant le milieu en fonction du pll 
et de Ja concentration en azide de sodium. 
Courbe A: Variation pour une concentration nulle en azide de sodium. Courbe B. 
variation pour june concentration en azide de sodium égale A 2 g par litre 
En abscisses, le pH ; en ordonnées, le nombre de souches noircissant. 


noircissement se manifestait de la facon la plus précoce et la 
plus intense pour la totalité des souches d’épreuve ; ces carac- 
téristiques ont done été adoplées pour le milieu défimitif. 

Nous avons cherché a simplifier la méthode et 4 diminuer son 
prix de revient en remplacant le milieu gélosé par des tampons 
de papier filtre inhibés de milieu liquide. "Ce procédé s’est révélé 
aussi peu satisfaisant dans ce cas particulier, que dans les autres 
cas ou il a déja été essayé [87] : les colonies demeurent de petite 
taille, sont peu visibles et l’appréciation du noircissement est 
rendue difficile du fait que ce dernier se fait par diffusion dans 
le milieu nitritif. La recherche des conditions optimales pour 
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Vappréciation du noircissement, nous a amenés a essayer de placer 
la membrane filtrante portant les germes non plus en surface 
du milieu solide, mais a la placer au fond d’une boite vide et a 
couler sur elle le milieu. Ces conditions de semi-anaérobiose se 
sont révélées particuli¢rement heureuses. Le développement des 
entérocoques devient si luxuriant et le noircissement si intense 
et précoce qu’une premiére lecture doit étre effectuée apres huit 
heures seulement d’incubation 4 37°. Il est possible que cette 
facilitation du développement soit en rapport avec le fait que les 
exigeances en facteur de croissance pour Streptococcus faecalis 
sont moins strictes en anaérobiose qu’en aérobiose {24, 35]. Ce 
procédé a le double avantage, d’une part, d’augmenter considé- 
rablement la sensibilité du milieu qui devient éminemment favo- 
rable A Visolement des entérocoques, et d’autre part, d’augmenter 
encore la sélectivité : le développement des staphylocoques étant 
totalement inhibé ainsi que celui des microbes aérobies stricts 
sporulés ou non, nous n’avons rencontré aucune espéce micro- 
bienne parmi celles essayées, susceptible de s’y développer ; 
notamment, l’ensemencement répélé de l’eau du Rhone et de sus- 
pensions de féces humaines et animales n’a jamais permis 
@isoler que des entérocoques. La préparation du milieu définitif 
ayant déja été publiée dans le détail [8], nous n’y reviendrons 
pas. Ce milieu parait hautement sélectif et en méme temps trés 
sensible ; il présente l’avantage d’étre adapté a la technique de 
numération par membrane filtrante et permet l’identification et le 
dénombrement des entérocoques (faecalis, faecium et types inter- 
médiaires) en douze heures. 


CONCLUSIONS 


Les résultats de l’étude de 173 souches de Streptococcus faecalis 
auxquels s’ajoutent des raisons théoriques de taxonomie, ne sem- 
blent pas permettre de retenir la proposition faite par divers 
auteurs, de diviser Vespéce St. faecalis en deux espéces St. fae- 
calis proprement dit et St. faecium. Ces derniéres ne constitue- 
raient en réalité que des biotypes, d’ailleurs bien individualisés, 
entre lesquels existent de nombreux types intermédiaires. 

Bien que la répartition des variétés de Streptococcus faecalis 
soit différente dans les excréments humains et animaux, l’iden- 
tification d’un biotype ne peut permettre de présumer l’origine 
de la contamination fécale d’une eau ou d’un produit alimentaire. 

Un milieu destiné a Visolement d’entérocoques témoins de 
pollution fécale doit done sélectionner tous les types de St. faecalis 
qu'il s’agisse des types extrémes (faecalis, proprium et faecium) 
ou des types intermédiaires. Nous proposons un milieu pourvu 
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de cette qualité, a la fois trés sensible et trés sélectif. Adapté 
aux méthodes de numération par filtration, il s’avére d’une mise 
en ceuvre rapide et économique. 


* 
x * 


SUMMARY 


A SELECTIVE MEDIUM FOR RAPID IDENTIFICATION 
AND COUNTING oF Sireptococcus faecalis. 


Streptococcus faecalis isolation techniques are generally consi- 
dered as being difficult to carry out or not very sensitive. The 
authors have tried to prepare a new isolation medium which has 
not these drawbacks. 

It was first necessary to know if all types to-day grouped in 
the unitary species Str. faecalis had to be taken into account, or 
if it was necessary to select one of the two species distinguished 
to-day by many workers, 1. e. Str. faecalis (proprium) and Sir. 
faecium. The authors have studied 173 strains of Enterococcus 
isolated from human and animal stools and from pathological 
products. They conclude that the unitary species Streptococcus 
faecalis should be maintained; Sir. faecalis (proprium) would 
only constitute two biotypes, very well characterized indeed, but 
between which a lot of intermediary types exist. On the other 
hand, although the distribution of Str. faecalis variants be diffe- 
rent in human and animal stools, the identification of one biotype 
does not allow to infer the origin of the fecal contamination of 
water or food. 

For all these reasons, a selective medium for the isolation of 
Enterococcus considered as a witness of fecal pollution, should 
allow the isolation of all Str. faecalis biotypes. 

The authors propose an esculin containing medium, very selec- 
tive because of its high sodium azid content (2,5 g/l) and its 
alcaline pH (pH 9). On this medium, adapted to filtration coun- 
ting techniques, eight to twelve hours of incubation in semi- 
anaerobiosis are sufficient to produce a very luxuriant growth 
of Enterococcus. 

The method is easy to perform and not expensive. 


* 
x* 


Nous remercions vivement Miss Barnes (Université de Cam- 
bridge), M. Buttiaux, Directeur de I’Institut Pasteur de Lille et 
M. Lutz, Directeur du Laboratoire Départemental de Strasbourg, 
pour les souches d’entérocoques qu’ils nous ont procurées. 
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VIRUS VARIOLIQUE EN CULTURES DE CELLULES 
par J. VIEUCHANGE, G. de BRION (*) et J. GRUEST (**). 


(Institut Pasteur) 


Le virus de la variole humaine a ¢té cultivé en cultures de tissus 
par Boué et Baltazard [4]. Ceux-ci ont utilisé les techniques de 
la culture de tissus en tubes roulants, et ont réussi a cultiver 
le virus sur des culiures de différents tissus provenant soil 
d’embryons humains, soit de lapins aduites ou nouveau-nés. Dans 
ces conditions, le virus provoque un effet cylopathogéne, aussi 
bien a légard des cellules épithéliales qu’a celui des fibroblastes 
formés a partir des explants. Le titre du virus libéré dans le 
milieu nutritif, le maintien de la virulence au cours des passages 
de culture de tissu 4 cullure de tissu ont permis de conclure a la 
muitiplication du virus variolique cultivé dans ces conditions. 
Divers points particuliers qui concernent exclusivement la tech- 
nique des tubes roulants ont été ullérieurement précisés par 
Ballazard, Boué et Siadat {2}. 

Ceux-ci ayant eu l’obligeance de mettre a notre disposition 
quelques-unes des souches isolées par eux (1), nous nous sommes 
proposé d’étudier le comportement du virus variolique a Végard 
d'une lignée cellulaire d’origine humaine entretenue couramment 
dans les laboratoires, la souche HeLa [8], et d’effectuer quelques 
comparaisons avec des ceilules d’origine bovine. 

Nous avons tout d’abord étudié l’action cytopathogéne du virus, 
ce qui nous a conduit 4 observer des lésions focales d’un type 
particulier 4 la suite de inoculation de doses modérées de virus. 
Nous avons également poursuivi |’étude microscopique des a!té- 
rations cellulaires aprés coloration, tache relativement aisée avec 
des cellules mises en cultures aprés trypsinisation. 

Nous avons cherché a préciser le taux du virus libéré dans le 
milieu nutritif des cultures cellulaires infectées. 

Et, enfin, nous avons tenté de mettre en évidence, en cultures 
de cellules, ]’action neutralisante des immunsérums antivarioliques 
et des immunsérums antivaccinaux. 


(*) Attaché de recherches 4 l'Institut national d’Hygiéne. 
(**) Manuscrit recu le 2 juillet 1958. 
(1) Nous adressons nos plus vifs remerciements 4 MM. Baltazard, Boué 


et Siadat. 
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TECHNIQUES. 


Virus VARIOLIQUE. — Le matériel virulent nous a été envoyé 
de l'Institut Pasteur d’Iran par M. Baltazard et A. Boué. II pro- 
vient de liquide de pustule prélevé sur un varioleux et passé 
deux fois sur les membranes chorio-allantoidiennes de l’ceuf de 
poule incubé. Au laboratoire, la souche a été entretenue par 
passages sur la membrane chorio-allantoidienne de l’embryon de 
poulet. 


CULTURES DE CELLULES. — 1° Souche cellulaire HeLa. — Rap- 
pelons qu’il s’agit d’une souche cellulaire isolée par Gey [3, 4] 
en 1952, a partir d’un carcinome du col utérin. Aprés digestion 
trypsique, les cultures sont repassées tous les cing jours environ 
en utilisant un milieu a l’hydrolysat de caséine, mis au point 
par P. Lépine, P. Slizewicz, Ph. Daniel et M. Paccaud [5]. 


2° Cellules de bovidé. — Nous avons utilisé trois souches de 
cellules de bovidé : a) une souche de rein, la souche RBr1 isolée 
au laboratoire par G. de Brion et J. Gruest en 1956 et maintenue 
depuis en culture continue [6]; b) une souche de rein qui avait 
subi seulement deux digestions trypsiques, la souche RBv ; c) une 
souche de peau, la souche PBv qui avait subi deux digestions 
trypsiques. 

En outre, des cellules ont été cultivées 4 partir d’explants 
de rein en tubes roulants, selon la technique pratiquée par Enders 
et ses collaborateurs [7, 8]. 


INOCULATION DU VIRUS AUX CELLULES. — Le virus était inoculé 
aux cultures de cellules au moment ot celles-ci formaient une 
nappe cellulaire compléte. On utilisait en régle des tubes de 
22 mm de diamétre dans lesquels 2 ml de milieu nutritif étaient 
placés. Ce milieu nutritif était prélevé au moment de l’inoculation 
et un volume de 0,2 ml de matériel infectieux était déposé a la 
surface des cellules ; aprés un contact de trente minutes A l’étuve 
a 37°, on introduisait 2 ml de milieu. Dans les boites de Petri, 
le rapport entre le volume du milieu nutritif et le volume du 


matériel inoculé était constant, compte tenu des dimensions des 
boites. ; 


TECHNIQUES HISTOLOGIQUES. — ‘Les conditions dans lesquelles se 
présentent les cellules cultivées dans les tubes en pyrex de 22 mm 
permettent aussi bien l’observation microscopique sous un faible 
grossissement que la prise de clichés photographiques. 

Pour les examens a l’immersion, les cultures cellulaires ont 
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été effectuées sur lamelle. Tantot cette lamelle était déposée sur 
le fond aplati d’un tube que l’on bouchait et que l’on manipulait 
ensuite comme un tube ordinaire ; tantot plusieurs lamelles étaient 
placées dans le fond d’une boite de Petri avant d’introduire la 
suspension cellulaire ; la boite de Petri et son contenu étaient 
ensuite placés a l’étuve sous atmosphére a concentration fixe de 
CO, (8 p. 100) selon une technique dérivée de celle de Dul- 
becco {9}. Les lamelles étaient ensuite prélevées aux divers 
moments choisis afin d’étre fixées, colorées et montées. 

En dehors de la coloration par l’hématéine éosine, les tech- 
niques de May, Grunwald, Giemsa et de Mann ont été utilisées. 


TITRAGE DU POUVOIR INFECTIEUX. — Les milieux prélevés pour 
titrage du pouvoir infectieux ont été centrifugés immédiatement 
aprés le prélévement, afin d’éliminer les cellules, puis inoculés 
® des concentrations variées 4 la membrane chorio-allantoidienne 
de l’embryon de poulet. Le titre était donné par la derniére dilu- 
{ion active et le nombre moyen de pustules formées sur les 
membranes inoculées avec cette dilution. 


SERUMS ANTIVARIOLIQUES. — On a utilisé, d’une part, le sérum 
d’un sujet ayant subi une atteinte de variole ancienne, celui d’un 
donneur de sang porteur de cicatrices et, d’autre part, le sérum 
d’un sujet guéri d’une atteinte récente de variole. Ces deux 
sérums avaient été prélevés a4 Téhéran par MM. Baltazard, Boué 
et Siadat qui, avant de nous les envoyer, avaient vérifié leur 
action a l’égard du virus variolique sur des explants de rein de 
lapin cultivés en tubes roulants. 


SERUMS ANTIVACCINAUX. — Les sérums antivaccinaux prove- 
naient de lapins inoculés de virus vaccinal (souche neurovaccin) 
par voie intradermique et saignés aux environs du vingtiéme jour 
aprés linoculation. 


EXPERIENCES ET RESULTATS. 


AcTION DU VIRUS VARIOLIQUE SUR LES CELLULES HeLa. — L’action 
du virus variolique sur les cellules HeLa varie selon la quantité 
de virus inoculé. 

L’examen aprés coloration des cultures HeLa infectées de virus 
variolique a permis de préciser les caractéres et ]’évolution des 


lésions observées en premier lieu a l’examen microscopique 


direct des tubes. in hon 
Pour une quantité élevée (plus de 10° unités infectieuses, par 
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exemple), on peut observer, dés le lendemain de Vinoculation, 
des altérations cytologiques surtout visibles a la périphérie de 
la nappe cellulaire ; les cellules ainsi atteintes perdent leur trans- 
parence ; leur structure interne devient moins nette ; mais leur 
silhouette est généralement conservée. La coloration permet de 
mettre en évidence dans de nombreuses celiules une condensation 
de la chromatine ainsi qu'une basophilie générale du noyau et 
du protoplasme. Les limites de certaines cellu'es prennent un 
aspect flou et pour quelques-unes il y a une disparition complete 
du protoplasme. En tout cas, il n’est pas possible de trouver 
d’inclusions. 

Le deuxiéme jour, la nappe épithéliale est parfois déja nécrosée 
en totalité. Les cellules. s’arrondissent, prennent un _ aspect 
rabougri, ont perdu tou'e structure interne. La frange de cette 
nappe est crib'ée de trous délimités par des ponts intercellaires. 
De nombreuses cellules nécrosées flottent dans le miheu. Sur les 
lames colorées, la nappe est essentiellement constituée par les 
noyaux devenus opaques, basophiles ; beaucoup sont trés réduits 
en taule ; ils sont souvent accolés par deux ou quatre. 

Le troisiéme jour, la majeure partie des cellules est détachée 
de la paroi du verre. 

Pour une quantité de virus moins grande (entre 10° et 10* unités 
infectieuses) les altérations n’apparaissent nettement qu’a partir 
du deuxi¢me jour. Les cellules perdent leur transparence, s’arron- 
dissent. Quelques travées cellulaires commencent a se détacher, 
formant ¢a et la, dans la nappe, des trous de forme irréguliére. 
Le quatriéme jour, les cellules sont toutes nécrosées ; beaucoup 
se détachent de la paroi de verre et flottent dans le milieu du 
tube ; la nappe cellulaire, criblée de trous, se trouve ajourée 
de toutes parts. 


LEGENDE DE LA PLANCHE I 


Fic. 1. — Culture de cellules HeLa témoin (faible grossissementj. 


Fic, 2. — Cellules HeLa infectées de virus variolique (dose forte) au troisi¢me 
jour aprés l'inoculation (faible grossissement). 


Les figures 3 et 4 de cette planche et les figures de la planche II montrent 
divers aspects des lésions focales des cultures de cellules HeLa 
virus yariolique (dose faible). 


infectées de 


Fic. 3 — Aspect macroscopique de cultures de cellules HeLa infectées de virus 
variolique & des doses donnant lieu A la formation de « bourgeons prolifératifs » : 
aux trois tubes correspondent trois concentrations relatives de virus (1,10 100) 

s ; ). 


. ph tke Z : : 
Fic. 4. — Bourgeons prolifératfis observés A faible grossissement, au troisiéme 
jour aprés l’inoculation 


CULTURE DU VIRUS 
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VARIOLIQUE 


686 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Apres coloration, on observe au fort grossissement, en de nom- 
breux points, la coalescence de plusieurs cellules altérées qul 
forment des masses basophiles opaques. Quelques cellules conser- 
vent encore une mince frange de protoplasme. Mais la plupart 
des cellules sont réduites a de petits noyaux de taille irrégulere 
et de forte condensation de chromantine. II est parfois possible de 
distinguer, ici et la, A cété des noyaux, dans la petite marge de 
protoplasme qui subsiste, une ou deux inclusions basophiles trés 
denses. On note aussi la présence de nombreuses cellules géantes, 
formées de noyaux accolés les uns aux autres, sans transparence 
et de dimensions réduites, sur un fond de protoplasme commun. 

Pour des concentrations plus faibles de virus (jusqu’a 10* unités 
infectieuses) les lésions apparaissent nettement en foyers. Lors- 
qu’on observe a l’ceil nu les tubes infectés, ces lésions focales 
apparaissent par transparence comme de petites taches plus 
opaques sur la grisaille de la nappe cellulaire ; on constate que 
ces taches, de la dimension d’une téte d’épingle ou plus petites, 
possédent un relief marqué, lorsqu’on les examine 4 jour frisant. 
Sous cette incidence, les taches se présentent comme de minus- 
cules aspérités qui deviennent brillantes par réflexion du faisceau 
lumineux. Le nombre de ces foyers est proportionnel a la quantité 
de virus inoculé. 

A l’examen microscopique direct, ces lésions focales sont for- 
mées par des groupes de cellules dont la transparence est dimi- 
nuée ; ces foyers comportent en leur centre plusieurs assises 
cellulaires : il s’agit en effet de petits foyers prolifératifs de 
cellules altérées, granuleuses, foyers entourés d’une couche cellu- 
laire d’aspect normal. Ultérieurement, a partir de ces bourgeons, 
les zones de nécrose peuvent s’étendre et envahir la nappe 
cellulaire. 

L’évolution de ces lésions focales a été suivie sur lames colorées. 
On observe, vingt-quatre heures aprés l’inoculation, l’apparition, 
dans quelques cellules, de vacuoles protoplasmiques assez mal 
limitées, Cette vacuolisation s’acceniue a partir de la quarante- 
huitiéme heure et on observe alors des inclusions éosinophiles ou 
basophiles au centre de ces vacuoles, qui forment un halo clair 
autour des inclusions. Celles-ci sont au nombre d’une ou plusieurs 
par cellule ; leur forme est arrondie ou ovalaire ; leurs dimen- 


LEGENDE DE LA PLANCHE II 


Cultures de cellules HeLa infectées de virus variolique (dose faible) au deuxiéme 
jour aprés l'inoculation (coloration May-Grunwald-Giemsa). 


Fic. 5. — Bourgeons prolifératifs (faible grossissement). 


Fic, 6. — Cellules présentant des inclusions cytoplasmiques (fort grossissement). 
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sions sont variables. Ces inclusions restent d’ailleurs assez peu 
nombreuses puisqu’on ne les retrouve pas dans chaque champ 
microscopique. Le troisieme jour, on note l’appariuon de nom- 
breuses images de mitoses qui témoignent d’une prolifération 
cellulaire localisée. Le nombre des assises cellulaires s’accroit et 
ie plan sus-jacent & la nappe des ceilules saines est composé de 
cellules en voie de division, plus ou moins altérées, et de trés 
nombreux débris nucléaires a travers lesquels il est difficile de 
distinguer d’authentiques inclusions pro'oplasmiques en général 
basophiles. Ultérieurement, il y a un nombre cons:dérable 
d'images de mitoses atypiques ; au niveau des foyers la p-upart 
des noyaux sont éclatés, laissant s’échapper de grosses granula- 
tions de chromatine ; la vacuolisation du protoplasme augmente ; 
il est de plus en plus difficile d’identifier les inclusions et les 
fragments de chromatine. 

Xappelons que l’examen des cellules HeLa témoins, cultivées 
aussi bien dans les conditions habituelles en tubes bouchés que 
sous almosphére de CO,, nous a permis d’observer la présence 
d’inclusions cytoplasmiques, petites, acidophiles. Ces _ petites 
inclusions ont été également observées indépendamment, a I’Ins- 
titut Pasteur, par R. Béquignon [40]. Quoi qu’il en soit, elles 
ne sauraient étre confondues avec les inclusions que détermine 
le virus variolique inoculé a cette méme souche cellulaire. 


ACTION DU VIRUS VARIOLIQUE SUR LES CELLULES DE BOVIDE. — 
A titre de comparaison, l’action du virus variolique a eté étudiée 
sur ies cellules de rein de bovidé et de peau de bovidé cultivées 
in vuro. 

D’une part, sur les cellules rénales cultivées 4 partir d’exp!ants 
en tubes roulants, nous avons observé une action cytopathogéne 
du virus variolique, tout d’abord & Végard des cellules épithé- 
liales, puis a l’égard des fibroblastes. Avec cette technique, nous 
n’avons pas observé les amas prolifératifs de cellules nécrosées 
décrils ci-dessus. 

D’autre part, nous avons utilisé deux souches de cellules de 
rein de bovidé: rappelons qu’il s’agissait d’une souche entre- 
tenue au laboratoire depuis p'us d’un an, la souche RBr, et d’une 
souche qui avait subi seulement deux digestions trypsiques, la 
souche RBy. Enfin, la réceptivité au virus variolique d’une 
souche de peau de bovidé PBy qui avait subi deux digestions 
trypsiques a été (galement étudiée. Ces trois souches formaient 
au moment de leur inocutation des nappes cellulaires de type 
épithélial ; toutes les trois se sont révélées aussi sensib’es que 
la souche HeLa a J’action du virus variolique, et les effets cyto- 
pathogenes observés sur el'es étaient en tous points comparables 
& ceux que nous décrivons pour la souche HeLa. 
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LIBERATION DU VIRUS DANS LE MILIEU. — Nous avons tenté de 
préciser, en fonction de la quantité de virus inoculé, le taux de 
virus présent dans le milieu nutritif dans les jours qui suivent 
a: : aA J 
inoculation. Une série de tubes de cultures de cellules HeLa 
a été divisée en plusieurs groupes qui ont regu des doses variées 
de virus, de fagon & pouvoir arréter la culture et prélever le 
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Fic. 1. — Infection variolique de cellules HeLa. Libération du virus dans le 
milieu nutritif de Ja culture. En ordonnées, nombre d’unités infectantes, dans 


0,1 ml de milieu. 


milieu nutritif 4 des moments échelonnés aprés |’inoculation du 
virus. 

Nous avons effectué un titrage a la vingt-quatriéme heure, a la 
suite de l’inoculation d’une dose massive (7,6 x 10° dans 0,2 mj 
inoculés a la culture), et nous avons retrouvé une quantité de 
virus trés légérement supérieure 4 la quantilé inoculée (7,3 x 10° 
par 0,1 cm? a Ja vingt-quatri¢me heure, au lieu de 3,4 x 10° au 
moment de linoculation). La concentration du virus atteignait 
son maximum a la quarante-huitiéme heure (5,4 x 10’ unités 
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infectieuses par 0,1 cm*) pour décroitre trés rapidement ensuite 
et tomber au-dessous du taux initial dés le troisiéme jour : 
25 x 10° unités infectieuses. 

Avec des doses massives mais inférieures 4 celle que nous 
venons d’étudier, la multiplication du virus atteint également un 
maximum a la quarante-huitiéme heure pour décroitre faiblement 
jusqu’au troisiéme jour, puis assez brusquement ensuite, sans 
toutefois que le taux de virus titré le quatriéme jour descende 
au-dessous du taux initial (0,6 x 10° au deuxiéme jour, 0,4 x 10° 
au troisiéme jour et 1,7 x 10° au quatriéme jour pour un taux 
initial de 3,4 x 10%). . 

Avec des doses moindres de virus inoculé, le taux du virus 
est maximum au troisiéme jour seulement et décroit assez brus- 
quement ensuite, tout en restant, au quatriéme jour, au-dessus du 
taux initial: 1 x 10 au deuxiéme jour; 1 x 10° au troisiéme 
jour; 0,2 x 10 au quatriéme jour pour un taux initial de 
3,4 & LOY 


RECEPTIVITE COMPAREE DES CELLULES HeLa ET DE LA MEMBRANE 
CHORIO-ALLANTOIDIENNE DE L’EMBRYON DE POULET. — Nous avons 
dit plus haut que nous avons utilisé comme matériel de départ 
ies suspensions ltrées de membranes chorio-allantoidiennes de 
lembryon de poulet infectées de virus variolique, les souches 
du virus variolique étant entretenues par passages sur la mem- 
brane de Vembryon. Pour apprécier leur sensibilité respective 
au virus variolique, la membrane chorio-allantoidienne et les cel- 
lules HeLa ont été utilisées pour le titrage d’une suspension 
donnée. Ce titrage effectué sur un ou lautre de ces deux 
systemes cellulaires donnait des résultats relativement compa- 
rables. 


Dans un de nos premiers essais, la derniére dilution active 
de la suspension titrée sur la membrane chorio-allantoidienne 
(six ceufs par dilution) était de 10—’ (le volume inoculé étant 
de 0,1 ml) et provoquait l’apparition d’une moyenne de 3,8 papules 
par membrane. Et, d’autre part, sur les cellules HeLa, 0,2 ml 
de la dilution 10—’ donnait lieu 4 la formation de deux ou trois 
petits foyers prolifératifs de cellules nécrosées dans chacun des 
tubes inoculés. 


ACTION DES IMMUNSERUMS ANTIVARIOLIQUES ET ANTIVACCINAUX SUR 
LE VIRUS VARIOLIQUE EN CULTURE DE CELLULES. — I] a été possible 
de mettre en évidence l’action des immunsérums spécifiques sur 
le virus variolique au moyen des cultures de cellules HeLa et 
des cellules RBr. Pour les fortes concentrations de virus, cette 
action se manifeste par un simple retard de l’apparition de l’effet 
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cytopathogene. Pour les concentrations plus faibles de virus, qui 
donnent lieu a la formation de « bourgeons » prolifératifs, le 
nombre de ceux-ci est réduit. Cette réduction est en rapport avec 
te pouvoir de l’immunsérum et avec la concentration de ’immun- 
sérum utilisée dans l’épreuve de neutralisation. 

L’action d’un sérum de sujet guéri d’une atteinte ancienne de 
variole a été étudiée sur cellules de rein de bovidé (souche RBz). 
Pour une dose fixe de virus (3,8 x 10° unités infectieuses) le 
sérum utilisé sans dilution (c’est-a-dire A la concentration finale 
| p. 2) a exercé une protection partielle. Au cinquiéme jour aprés 
Vinoculation, le taux de virus contenu dans le milieu des tubes 
inoculés, les uns avec le mélange virus plus immunsérum, les 
autres avec le virus seul, a été recherché ; le titrage effectué sur 
les membranes chorio-allantoidiennes de l’embryon de poulet a 
confirmé le caractére partiel de la protection obtenue dans ces 
conditions. 

Dans un autre essai effectué sur les cellules HeLa, il a été 
possible de mettre en évidence un pouvoir neutralisant plus élevé 
avec le sérum d’un varioleux guéri de variole récente. Pour une 
dose fixe de virus identique a celle de l’essai précédent 
(8,8 x 10% unités infectieuses) une protection totale a été observée 
avec l’immunsérum a la concentration finale de 1 p. 2; cette 
protection était simplement partielle aux concentrations de 1 p. 4 
et deal p. 8: 

Parallélement, Vaction d’un sérum antivaccinal 4 Végard du 
virus variolique a été étudiée en culture de cellules HeLa. Utilisé 
soit pur, soil dilué (dilutions finales : 1/4, 1/8, 1/16), l’échantillon 
de sérum utilisé exercait également une protection nelle, quoique 
partielle, 4 ’égard du virus varioloque. 

Ajoutons que des résultats comparables & ceux que nous venons 
de résumer ont été obtenus sur la membrane chorio-allantoidienne 
de ’'embryon de poulet. 


REMAROQUES. 


Les divers résultats que nous avons obtenus entrainent les 
remarques suivantes : 

1° En ce qui concerne l’action cytopathogéne du virus vario- 
lique, nos observations soulignent que l’apparition et l’évolution 
rapides des lésions de nécrose cellulaire au cours d’une infection 
massive ne s’accompagnent pas de la formation d’inclusions 
protoplasmiques. D’autre part, quand ces inclusions apparaissent, 
leurs affinités tinctoriales varient: les unes sont basophiles et 
les autres acidophiles. Ces constatations pourraient s’interpréter 
au moyen de Vhypothése qui a été avancée par Gaylord et 
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Melnick [44, 12] pour le développement du virus vaccinal, et qui 
met en cause deux modes de formation des particules virulentes. 

2° La formation de bourgeons prolifératifs composés de cellules 
plus ou moins altérées, dont certaines présentent des figures 
de mitose n’est pas sans rappeler les lésions produites par le 
virus claveleux ou le virus vaccinal et décrites par Borrel [43]. 
Cet auteur a insisté, en effet, sur le caractére prolifératif initial 
de !a pustule qui aboutit, dans le cas de la clavelée, «a la 
production de tumeurs épithéliales, au sens le plus large du 
mot»; cette prolifération étant, dans le cas de la vaccine, rapi- 
dement suivie de destruction cellulaire. 


3° Si l’on envisage la vitesse de libération du virus, on constate 
des différences importantes entre les résultats que nous avons 
enregistrés et ceux que Baltazard, Boué et Siadat ont précédem- 
ment publiés [2]. Ces auteurs ont obtenu, avec la méthode des 
explants, une courbe de libération du virus qui atteignait son 
sommet les sixiéme et septiéme jours. Tandis que dans nos essais, 
méme aprés l’inoculation d’une dose minime de virus, le sommet 
de la courbe était atteint dés le troisiéme jour. 


4° Dans nos différents essais, aprés multiplication sur cultures 
de cellutes, cellules HeLa ou cellules de bovidé, le virus vario- 
lique a conservé son pouvoir pathogéne pour la membrane chorio- 
allantoidienne de l’embryon de poulet et les caractéres des pustules 
n’étaient pas modifiés. Ces observations n’excluent pas la possi- 
bilité d’une modification éventuelle, a l’occasion de passages plus 
nombreux du virus effectués notamment sur des cellules de bovidé. 


CoNCLUSIONS. 


Le virus variolique a été cultivé sur la souche de cellules HeLa 
et sur cellules de bovidé. 

L’effet cytopathogéne du virus inoculé a forte concentration a 
été étudié, ainsi que la formation de bourgeons de cellules nécro- 
sées sous l’action de quantités plus faibles de virus. L’examen 
microscopique de ces diverses Iésions aprés coloration a permis 
d’observer la formation d’inclusions cytoplasmiques parallélement 
A Vapparition d’altérations cellulaires. 

Le taux du virus libéré dans le milieu nutritif des cultures 
cellulaires infectées a été précisé; la courbe de multiplication du 
virus a été établie a partir de la vingt-quatriéme heure jusqu’a 
la quatre-vingt-seizieme heure pour des doses variées d’inocula- 
hon. 

I] a été possible de mettre en évidence, en culture de cellules, 
action neutralisante des immunsérums antivarioliques et des 
immunsérums antivaccinaux. 
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SUMMARY 


CULTURE OF VARIOLA VIRUS IN TISSUE CULTURE. 


Variola virus was cultivated on HeLa and bovine cells. The 
authors have studied the cytopathogenic effect of the virus after 
inoculat.on at high concentration, and the formation of « proli- 
ferative buds » induced by smaller doses of virus. On stained 
and fresh preparations of such infected tissue cultures, micro- 
scopic examination allows to state the presence of cytoplasmic 
inc.usion bodies which accompany the cellular alterations. The 
quantity of virus released in the culture medium has been esta- 
blished as compared with the inoculated dose. The multiplication 
curve of virus has been thus obtained from the 24 to the 96% 
hour for various inoculation doses. It has been possible to show 
the neutralizing activity of antivariola and antivaccinia immune 
sera in tissue cultures. 


* 
Ki* 


Nous remercions M"* C. Delévacque, secrétaire, et M™ E. de 
Lalun, aide-technique stagiaire, pour toute l’aide accordée au 
cours du travail. 
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LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE DU HAMSTER DORE 


(Deuxiéme mémoire.) 
par A. SAENZ Fils (*). 
(Institut Pasteur, Service de la Tuberculose) 


C. — SoUCHES ISONIAZIDO-RESISTANTES. 


Nous avons inoculé & des hamsters 5 souches INH résistantes 
a des dilutions diverses. 

Quatre d’entre elles ont la méme origine ; elles ont été isolées 
a partir de piéces d’exérése provenant de tuberculeux pulmo- 
naires soumis a des chimiothéraples variées. 

Leur degré de résistance a été établi et un titrage quantitatif 
réalisé d’emblée sur chaque souche au moment de son isolement. 
Seule la souche DEM a été isolée 4 partir d’une expectoration 
d’un malade mort de tuberculose ; son pouvoir pathogéne a été 
trés bien éludié par Libermann [9] chez le cobaye. 

Pour pouvoir mieux apprécier les résultats de inoculation, 1] 
faut considérer trois facteurs principaux : 

1° La résistance de la souche et son taux ; 

2° Son homogénéité ; 

3° Son activité catalasique. 

1° En ce qui concerne la résistance de la souche, il est impor- 
tant d’inoculer des populations bacillaires uniquement résistantes 
et d’ott les bacilles sensibles sont exclus. A l’isolement primitif, 
de méme que pour récupérer la souche a partir des lésions 
observées chez l’animal, nous avons employé des tubes de milieu 
de Loewenstein-Jensen avec les concentrations suivantes d’INH : 

8 tubes de Loewenstein-Jensen : 

Témoins: 0 0. 

Quantité d’INH en pg par tube: 0, 0,2 05 1 5 25 

Le degré de résistance a été déterminé en considérant le dernier 
tube contenant de PINH ot poussent encore des colonies. 

Nous avons employé deux souches résistantes 4 1 ug, une 
résistante a 0,2 wg, une autre résistante a 0,5 ug et une résistante 


4 5 " 
a5 pg. 


(*) Manuscrit recu le 4 juillet 1958. 
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Dans quatre cas, nous avons fait le titrage quantitatif pour 
chaque souche, c’est-a-dire déterminé la proportion des différents 
mutants résistants qui existent pour chaque concentration d’INH 
de 0,1 wg A 25 weg et ainsi obtenu la « structure » de la souche ; 
nous avons pu |’établir avec cette échelle en diluant le matériel 
é ensemencer au 1/100 et au 1/10 000, selon la méthode que pré- 
conise Canetti, afin d’obtenir des colonies comptables dans 
chaque tube. 

2° Il convient de préciser la notion d’homogénéité d'une 
souche résistante ; par définition, une souche est homogéne quand 
les colonies développées dans un ou plusieurs des tubes qui 
contiennent de l’INH sont aussi nombreuses que dans les tubes 
témoins O. Selon les résultats obtenus, nous avons, dans ce tra- 
vail, employé 3 souches homogénes isolées de lésions pulmo- 
naires : 


607 A résistante 4 5 wg, catalase positive 
689 A résistante a 0,2 ug, catalase positive 
659 A résistante 4 0,5 pg, catalase positive 


et une non homogéne: la 111 E, résistante 4 1 ug, catalase 
négative, et enfin la DEM résistante 4 1 wg, selon ‘Libermann, 
homogéne, catalase négative. 


3° L’activilé catalasique a été recherchée pour chaque souche ; 
la technique employée selon Middlebrook [48] a permis de 
séparer ainsi les souches catalases positives des  catalases 
négatives, 

Les 5 souches INH résistantes que nous avons inoculées au 
hamster peuvent se répartir en deux groupes : 

1° Souches qui conservent encore un certain pouvoir patho- 
gene et déterminent une tuberculose évolutive +++ et ++ 3; ce 
sont les souches DEM, la 659 A et la 689 A. 

2° Souches sans pouvoir pathogéne qui donnent des lésions 
minimes, du type des tuberculoses régressives; ce sont les 
souches 111 E et 607 A. 


PREMIER GROUPE. — Souche DEM. 


Résistante & 1 wg. A partir d’une cullure sur pomme de terre gly- 
cérinée 4gée de trois semaines, nous avons inoculé 13 hamsters, par 
voie sous-cutanée et intrapéritonéale, avec diverses dilutions qui s’éche- 
lonnent de 5 mg a 10—* mg. 

a) Doses fortes : 5 mg et 1 mg. 

a) A 5 mg, deux hamsters inoculés par voie sous-cutanée meurent 
le cent neuvieme et le cent trente-quatriéme jour aprés |]’inoculation. 
Petit abc®s non encore absorbé au point d inoculation. Caséification 
des groupes ganglionnaires jusqu’au groupe pararénal. Hypertrophie 
des ganglions sous-hépatiques, sous-maxillaires et trachéobronchiques. 
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Rate et foie apparemment normaux, pas de splénomégalie. Une 
vingtaine de granulations grises dispersées sur chaque poumon. Tuber- 
culose généralisée +-+ & prédominance ganglio-pulmonaire. Les frottis 
chez le hamster a cette dilution montrent, a cété des bacilles acido 
résistants rouges, des bacilles qui ont totalement perdu leur acido- 
alcoolo-résistance et qui se colorent par le bleu de méthyléne seule- 
ment : les « formes bleues ». 

Au point d’inoculation chez les hamsters,, nous avons trouvé 
100 bacilles par champ, dont 5 p. 100 de formes bleues ; dans le gan- 
glion inguinal externe satellite, 50 bacilles par champ, dont 10 p. 100 
de formes bleues, la méme proportion dans le poumon ; dans la rate 
150 bacilles par champ dont 10 p. 100 de bacilles non acido-résistants ; 
dans le ganglion iliaque correspondant au point d’inoculation de 
méme que dans le sous-maxillaire, 30 4 40 bacilles par champ, dont 
30 p. 100 non acido-résistants. 

Les cultures du poumon donnent pour le premier : 


Quantités @INH en ug. . 0 0 0,1 0,2 1 5 25 
Nombre de colonies : 
Tubes sans dilution . . oo 2 2 2 Caley ees 0 
Dilution AyA00s ecm 150 160 156 140 135 600 0 


La rate donne un pourcentage équivalent de colonies résistantes de 
facon homogéne a 1 ug. 

B) 1 mg, par voie intrapéritonéale : mort de l’animal au cent hui- 
tiéme jour, abcés au point d’inoculation, adhérences intestinales, caséi- 
fication de Viliaque droit, hypertrophie du groupe pararénal et imésen- 
térique, splénomégalie x 2 sans lésions, foie d’aspect normal ; granu- 
lations spécifiques 4 la base des deux poumons qui présentent, d’ail- 
leurs, une hypertrophie des ganglions trachéobronchiques. Grande 
richesse bacillaire au frottis au niveau de la rate avec un aspect de 
culture pure (200 bacilles par champ), de méme qu’au point d’inocu- 
lation. Le foie apparemment sain et sans lésions donne cependant une 
culture positive 


Quantilés @INH en ug. . 0 0 0,4 0,2 1 5 25 
Nombre de colonies : 
Tubes sans dilution . . co ecominnicot of o1 0 0 
Dilution! 4)/100se-e-eee 98 102 109 93 89 0 0 


de méme que les ganglions trachéobronchiques, avec un pourcentage 
équivalent de bacilles viables. 

Par voie sous-cutanée 4 Ja méme dose de 1 mg, c’est presque le 
méme tableau qu’avec 5 mg, moins la caséification, yui s’arréte ici 
au groupe des ganglions iliaques et en plus une splénomégalie (x 8) 
sans lésions évidentes macroscopiques. Les granulation grises pulmo- 
naires sont assez éparpillées. La mort survient au cent quinziéme et 
au cent trentiéme jour. Une culture de la rate de lun des animaux 
nous donne 


Qnantités @INH en pg. . 0 0 0,1 0,2 1 5 25 
Nombre de colonies : 
Tubes sans dilution . . con 60) om ft co2 02 ol col 
Dilution 00k ae 58 49 54 47 4A. 0 0 
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b) Doses moyennes : 1/10 mg. Par voie sous-cutanée l’animal meurt 
au cent soixante-douziéme jour ; le bilan des lésions est identique au 
précédent, mais la chaine ganglionnaire est seulement hypertrophiée 
jusqu’au pararénal, avec splénomégalie (x 3) sans lésions et les gra- 
nulations pulmonaires 4 la base des deux organes demeurent assez 
disséminées. Ganglions sous-maxillaires et trachéobronchiques  trés 
hypertrophiés. Les frottis montrent encore une assez grande densité 
bacillaire au niveau des ganglions (plus de 30 bacilles par champ). La 
rate en a 10 par champ, mais les cultures de tous les organes : pou- 
mon, foie, ganglion iliaque sont positives et du type » 1 A Vunité. 


Fic. 1. — Poumons avec nombreuses lésions bilatérales d’un animal inoculé par 
voie intrapéritonéale avec 1/10 de mg de la souche « DEM ». 


La rate donne 


Quantités @INH en pg. 0 0 0,1 0,2 4 B) 20 
Nombre de colonies : 
Tubes sans dilution . . aol col ol rom | oo | 0 0 
IDURP oes SIO 5 G5 32 «Ad 31 28 2n 0 0 


Par voie intrapéritonéale, |’animal meurt au bout de deux cent vingt 
jours.L’abces peut encore étre retrouvé au point d’inoculation ; toute 
la chaine ganglionnaire est hypertrophiée jusqu’au groupe sous-hépa- 
tique. Splénomégalie (x 3) sans Iésions. Foie d’apparence indemne et 
lésions pulmonaires sous forme de taches lenticulaires blanches assez 
confluentes (voir fig. 1). C’est une tuberculose ganglio-pulmonaire 
avec splénomégalie du type +++. L’hypertrophie des ganglions 
trachéo-bronchiques et sous-maxillaires est importante. Les _ frottis 
montrent au point d’inoculation prés de 100 bacilles par champ avec 
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10 p. 100 de formes bleues ; les frottis du tissu de granulation entre 
les anses intestinales montrent prés de 200 bacilles par champ. De 
méme que ceux de la rate ot les « cordes » abondent, ceux du 
ganglion sous-maxillaire gauche montrent prés de 100 bacilles par 
champ, ceux du poumon 50 bacilles seulement. Sur les frottis du 
foie on ne trouve qu’une dizaine d’unités par champ. Les cultures 
révelent qu’a partir de tubes contenant 5 et 25 wg par centimetre cube, 
quelques colonies se développent, trahissant la présence de quelques 


x 


mutants résistants & plus de 1 pg dams la souche DEM. 


Quantités @INH en pe. . Oy OO Wait Wye Sas 

Nombre de colonies : : 
Poumon (dil. 1/100) . . 120 114 106 99 89 93 40° 4 
GSMD (dil. 1/100). . . 89 94 90 87 Oi Rey i) 


c) Doses faibles : 10—*? mg et 10— mg. 

a) A 10—*, par voie intrapéritonéale, c’est le méme bilan lésionnei 
que précédemment, mais l’hypertrophie ganglionnaire est moindre ; 
seuls les ganglions iliaques et le ganglion sous-hépatique sont hyper- 
trophiés. La splénomégalie est de moindre importance (x 2), le foie 
apparemment normal et il existe quelques granulations blanches 
espacées 4 la base des deux poumons. 

Par voie sous-cutanée, différence de survie entre les deux animaux ° 
un hamster meurt au bout de quatre-vingt-quinze jours, l'autre au 
bout de deux cent soixante-seize jours. Cette différence donnera éga- 
lement une différence appréciable dans le résultat des cultures, mais 
peu ou pas du point de vue lésionnel, sauf en ce qui concerne la 
rate. Dans les deux cas, abcés au point d’inoculation non totalement 
absorbé, caséificalion ganglionnaire de tous les groupes lymphatiques 
jusqu’au scus-hépatique, foie et poumon avec de fines granulations, 
par endroits confluents, et chez le premier hamster une énorme rate 
avec nombreux nodules ; rate augmentée de plus de dix fois chez un 
animal et huit fois chez Vautre (fig. 2). Sur les frottis les bacilles sont 
peu abondants : 10 par champ pour la rate et les ganglions, 5 pour 
le poumon, 


Quantité @INH en ug... . OOF OR MO (eed men eer 
Nombre de colonies : 
Ratel(Ssansccils) ee. OSS tO 38 D 6 0 0 
GSMDi(Gansidile ease bs) Bis) SiR AP os 36) 10) 0 


L’autre animal, qui meurt six mois aprés, donne A 1’ensemence- 
ment une culture beaucoup plus riche : 


Quantité @INH en wg... . OO CSO ie 2 eet) anes 
Nombre de colonies : 
Rate (dil. au 1/100). . . Dt 62 49 25 63 swe (= (0) 


B) A la dose de 10—* mg Ja souche DEM tue le hamster au bout de 
cing mois aprés inoculation intrapéritonéale et au bout de neuf mois 
aprés inoculation sous-cutanée. 

Voie intrapéritonéale ; abcés au point d’inoculation presque absorbé, 
ganglions inguinaux hypertrophiés, ganglion iliaque interne supra- 
vésical et ganglion pararénal gauche hypertrophiés et caséifiés. Spléno- 


ia 
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mégalie x 4 avec fines granulations ; le foie et les poumons sont, eux 
aussi, couverts d’un semis de fines granulations. Ganglions trachéo- 
bronchiques énormes, hypertrophiés, de méme que les sous- 
maxillaires. C’est une tuberculose progressive +++. Les frottis de 
rate révélent 5 bacilles par champ. Les ensemencements donnent : 


Quantité @INH en pg. . . . 0 0) 0,1 02 1 
Nombre de colonies : 
Rate (dil. au 1/100)... . 110 115 105 99 96 


Fic. 2. — Poumons et rate d'un hamster inoculé avec 1/100 de mg par vyoie sous- 
cutanée. Taches Jlenticulaires blanches bilatérales dans I’aire pulmonaire ct 
splénomégalie + 8. 


Le nombre de colonies est le méme pour le ganglion sous-maxillaire 
droit. 

Voie sous-cutanée ; les deux animaux meurent au deux cent soixante- 
treiziéme et au deux cent quatre-vingt-vingl-troisiéme jour. L’abcés 
a totalement disparu, la chaine ganglionnaire est hypertrophiée jus- 
qu’au. groupe sous-maxillaire. Le foie a un aspect ficelé. Spléno- 
mégalie (x 5) avec fines granulations en surface et des nodules en 
profondeur. Les poumons ont quelques granulations blanches assez 
volumineuses disséminées et d’autres plus fines. Les frottis, dans les 
deux cas, montrent de nombreux bacilles au niveau des ganglions 
(50 & 70 par champ, phagocytés 4 l’intérieur des monocytes et poly- 
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nucléaires). Poumon et rate avec 50 bacilles par champ et ganglions 
sous-maxillaires 10 bavilles par champ. 
Les ensemencements donnent : 


Quantité dINHen pg... . 0 (0,3 0,2 1 5 25 
Nombre de colonies : 
GSMDes =: Me aches 67 70 75 68 itil 0 0 
Rate (Sans daily). tenes oo | tcorl cod coal icondy aad) 0 
Dil vad (100 eee mre ee lll 65 59 =O 0 


En résumé, la souche DEM catalase négative, résistante entre 
0,5 we et 1 wg, se révéle pathogéne pour le hamster. Avec 5 et 
1 mg elle le tue entre le cent dixiéme et le cent trentieme jour, 
d’une tuberculose viscérale avec ganglions caséeux; a 10~ mg, 
elle le tue en cing mois par voie intrapéritonéale et en neuf mois 
par voie sous-cutanée d’une tuberculose +++ caractérisée par 
des lésions viscérales, une énorme splénomégalie et lhyper- 
trophie de la chaine ganglionnaire, toujours trés riche en bacilles. 

Les populations bacillaires récupérées a partir des lésions 
viscérales et ganglionnaires montrent que leur taux de résistance 
a VINH n’a pas varie. 


PREMIER GROUPE. — Souche 689 A. 


Catalase positive, homogéne du point de vue résistance 4 0,2 ng 
d’INH, dont le titrage quantitatif 4 Visolement a donné : 


0,1 pe = 100 % 
1 ps 

5 us 0% 
25 us 


Apres passage sur pomme de terre glycérinée (culture Agée de 
28 jours) elle fut inoculée & deux hamsters par voie sous-cutanée A la 


dose de 1 mg, et 4 deux autres animaux a la dose de 10— mg par la 
méme voie. 


a) 1 mg. Les deux animaux meurent quatre-vingt huit jours et 
quatre-vingt-treize jours aprés |’inoculation. Abcés au point d’inocula- 
tion, les ganglions inguinaux sont seulement hypertrophiés, et toute 
la chaine depuis le ganglion supravésical iliaque interne jusqu’au sous- 
hépatique est hypertrophiée et caséifiée. Splénomégalie (x 2) avec 
nombreuses granulations blanches ; foie d’aspect norial ; poumons 
avec quelques granulations blanches disséminées. C’est une tuber- 
culose évolutive progressive 4 prédominance ganglionnaire (++). Sur 
frottis, aspect de culture pure (+ 200 bacilles par champ) avec de 
nombreuses cordes au niveau du groupe iliaque interne et de la rate. 
Les frottis de tous les ganglions montrent plus de 100 bacilles par 
champ ; les ganglions trachéobronchiques, 50 bacilles par champ. Les 
cultures de la rate des deux animaux ont donné prés de 500 bacilles 
par tube dilué au 1/100, résistants de facon homogéne & 0,2 ug d’INH. 

6) 10-4 mg. Les deux animaux meurent respectivement au cent cin- 
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quante-quatri¢me et au cent soixante-deuxiéme jour, avec le méme 
bilan lésionnel. La rate est un plus plus augmentée de volume et la 
chaine ganglionnaire est caséifiée uniquement jusqu’au groupe mésen- 
térique inférieur. Les ganglions et la rate montrent sur frottis 
50 bacilles par champ chez les deux animaux. Les cultures de la rate 
donnent prés de 200 colonies par tube au 1/100, toutes résistantes 
al 0,2 ps d’INH. 

On peut considérer cette souche uniformément résistante a 0,2 ug 
et catalase positive, comme pathogéne pour le hamster, puisqu’elle 
le tue en quatre-vingt-dix jours 4 la dose de 1 mg et en cent 
cinquante jours 4 la dose de 10—* mg avec des lésions de tuberculose 
évolutive ++ ganglionnaire et viscérale. 


PREMIER GROUPE. — Souche 659 A. 


Catalase positive, résistante de fagon homogéne a 0,5 ug INH, 
a donné un titrage quantitatif 4 l’isolement : 


Ot ps = 100% 
| o 

5 ue 0% 
as) pg { 


Aprés passage sur pomme de terre glycérinée (culture agée de vingt- 
huit jours) elle fut inoculée 4 deux hamsters dX la dose de 1 mg par 
voile sous-cutanée. Les animaux meurent le soixante-douziéme et le 
quatre-vingt-quatri¢éme jour avec des lésions de tuberculose évolutive 
généralisée ++, présentant un tableau similaire aux précédents. Toute 
la chaine ganglionnaire est hypertrophiée, splénomégalie (x 2), gra- 
nulations type tétes et pointes d’épingles au niveau du foie et des 
poumons. Méme dispersion hacillaire que précédemment. 


Quantité @INH en pg. .... 0 0 0,1 O52 (D3 4 
Nombre de colonies : 
Ganglion pararénal sans dil. ey cal coi ol oo | 0 
DUNG SAH MOO ee eae eee 16 14 10 12 11 1 


Cette souche, catalase posilive, résistante de fagon homogéne 
a 0,5 wg d’isoniazide, se rév¢le comme pathogéne pour le hamster : 
elle le tue en moyenne A la dose de 1 mg vers le soixante-dix-huitiéme 
jour avec une tuberculose généralisée évolulive ++ et des lésions 
ganglionnaires et viscérales. 


DEUXIEME GROUPE. — Cinquiéme souche ; souche 607 A. 


Cette souche est catalase-positive et résistante de fagon homogéne 
45 pg d’isoniazide ; le titrage quantitatif effectué au moment de J’iso- 


lement a donné : 


0,41 pg 
LS 0S 100 % 
Oo Ee 


25 Lg = 0 % 
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Repiquée sur pomme de terre glycérinée, elle a été inoculée 4 7 ani- 
maux par voie sous-cutanée : 


3 hamsters avec une dilution de 1 mg 
2 — _— 10—* mg 


‘ 


4 = = 10—? mg 


b 


vw.) J mg. Un des animaux inoculés par voie sous-cutanée est sacrifié 
au bout de quarante jours. On retrouve généralement le point d’ino- 
culation bien délimité, le ganglion inguinal correspondant est hyper- 
trophié et caséifié, de méme que liliaque externe, le mésentérique 
inférieur et le pararénal. 

La rate est d’aspect normal, de méme que les deux poumons ; seul 
le foie présente de fines granulations grises en petit nombre et son 
ganglion scus-hépatique est hypertrophié. Atteinte ganglionnaire et 
hépatique. Les frottis montrent prés de 100 bacilles au point d’inocula- 
tion, une cinquantaine dans les ganglions ect 4 4 5 dans la rate. 

Les cultures de foie et de rate restent négatives; le poumon qui 
a été ensemencé nous donne. 


Quanlité @INH en pg. ... O 0 0,4 0,2 1 5 28) 
Nombre de colonies : 
Poumons (sans dil.). . . . 5 4 3 5 4 4) 0 


Sept mois aprés l’inoculation nous sacrifions les deux autres inoculés 
avec 1 mg; ils ne présentent aucune lésion de type  spécifique 
a’ lVautopsie, la chaine ganglionnaire n’est point visible et de tous les 
relais lymphatiques, seul le groupe sous-maxillaire parait hyper- 
trophié ; les viscéres sont apparemment sains. 

Le ganglion inguinal externe droit correspondant au point d’ino- 
culation a 4 bacilles granuleux par champ, la rate, le foie et les 
poumons sont négatifs, les ganglions sous-maxillaires montrent 
2 bacilles tous les 10 champs. 

Dans les deux cas les cultures des organes: rate, foie, poumon, oni 
été négatives ; tandis que toujours les cultures des ganglions sous- 
mazillaires ont été positives sept mois aprés 1] inoculation. 

L’un des ganglions qui montrait 2 bacilles tous les 10 champs 
a donné & la culture : 


Quantité @INH en wg. ...- 0 0 Oe] 0,2 1 5 P43) 
Nombre de colonies : 
GSMD ns Ss—20., esi eeeees ee el Oe 15 15 14 °° AB 13 


et l'autre, qui avait 10 bacilles par champ et qui malheureusement 
n’a pu étre titré le jour de la mort de l’animal, a donné 3 tubes 
positifs avec environ 12 colonies par tube jusqu’d celui de 5 ug. 

Nous pouvons déja caractériser cette souche comme non pathogéne 
pour le hamster. En effet, la souche 607 A résistante de facon homo- 
gene A 5 wg et catalase-positive donne une tuberculose régressive 
4 Iésions minimes primitives ganglionnaires et hépatiques au qua- 
rantiéme jour, qui régressent et disparaissent au septitme mois. Les 
bacilles persistent cependant en assez grand nombre dans les relais 
ganglionnaires des sous-maxillaires. 
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p) 10—° mg. Un animal sacrifié au dixitme jour apres avoir été 
inoculé avec cette dose, montre un point d’inoculation bien délimité 
et une atteinte ganglionnaire seulement. Le ganglion inguinal externe 
droit est hypertrophié et caséifié, de méme que le ganglion iliaque 
externe. Tout le reste est sain. Une culture de rate reste négative 
pendant plus de quatre mois; les frottis de celle-ci montraient 
2 4 3 hbacilles par champ, fins et granuleux ; sur les frottis de gan- 
glions il y en avait 10 A 15. Au huiti¢éme mois, un autre animal 
inoculé avec la méme dilution est sacrifié: il ne présente aucune 
Iésion. Les frottis des ganglions inguinaux révélent 10 bacilles tous 
les 5 champs. Par conséquent, ici, comme dans le cas précédent, 
atteinte minime, lésions exclusivement ganglionnaires qui régressent. 


y) 10-. Les deux animaux inoculés 4 cette dilution sont sacrifiés au 
neuviéme mois. Ils ne présentent aucune lésion a l’examen. Les frottis, 
négatifs dans le reste des viscéres, montrent dans les ganglions ingui- 
naux 5 4 6 bacilles fins et granuleux tous les 10 champs. 


DEUXIEME GROUPE. — Souche 111 Ei. 


Cette souche, catalase-négative, est partiellement résistante 4 1 mg, 
car son titrage quantitatif A l’isolement a donné : 


0,1 pe = 100 % 
{ ogee — KOS 
5 (eam alles 
2 ae oe OR OmeeG 


L’ayant repiquée sur pomme de terre glycérinée (culture de vingt 
et un jours) nous avons effectué chez 10 hamsters les inoculations 
sous-cutanées et intrapéritonéales aux dilutions suivantes : 


3 lots avec 10 mg. 

3 avec 1 mg (sacrifiés au 13° mois) 
2 — 10mg ( — — Ihe — ) 
2 — 10-mg( — =— {5° — ) 


De ces 10 animaux, trois meurent spontanément, tous ceux inoculés 
avec 10 mg. Voie intrapéritonéale : le hamster meurt aprés deux cent 
vingt-sept jours, hypertrophie et caséification du ganglion iliaque 
externe et des deux ganglions mésentériques inférieurs ; hypertrophie 
simple des trachéobronchiques et des deux groupes sous-maxillaires. 
C’est une tuberculose (+), 4 prédominance dans les premiers relais 
ganglionnaires, avec une rate augmentée deux fois de volume. La 
dispersion bacillaire est pauvre: 15 bacilles par champ, fins et gra- 
nuleux sur frottis des ganglions ; rate avec 8 bacilles par champ qui 
nous donne a l’isolement : 


Quantité TINH en pg. 5 0 0,1 0,2 | By Da 
Nombre de colonies : eh 
Rate (sans dil ) ; me) ya} NT 58 7 1 0 


Ce résultat contraste avec la culture du ganglion maxillaire droit 
qui, 4 l’ensemencement, a donné de 320 4 400 colonies par tube. 
Les deux autres animaux inoculés nar voie sous-cutanée A la méme 
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dilution (10 mg) meurent au trois cent vingt-troisiéme et au trois cent 
cinquante-troisitme jour, présentant seulement une hypertrophie des 
ganglions iliaques et inguinaux et une rate augmentée deux fois de 
volume, 4 4 5 granulations grises disséminées au milieu d’un paren- 
chyme pulmonaires sain et une hypertrophie des ganglions trachéo- 
bronchiques et sous-maxillaires. Frottis du voisinage du point d’ino- 
culation : 100 bacilles trés granuleux par champ, dont 10 p. 100 de 
bacilles non acido-résistants, rate: 20. bacilles par champ. Ensemen- 
cement de la rate :; 100 colonies de bacilles viables uniformément résis- 
tants 4 1 yg d’INH, ce qui représente la seule modification de la struc- 
ture de la souche, le nombre de mutants 4 1 pg étant de 10 p. 100 
a Vorigine. 

a) 1 mg. Trois animaux inoculés avec cette dose sont sacrifiés au 
bout d’un an. Aucune lésion spécifique évidente, seule une légére 
hypertrophie des ganglions inguinaux et iliaques. Pauvreté des frottis ° 
& bacilles dans la rate et les ganglions, 8 4 10 dans les poumons. Les 
ensemencements donnent 500 colonies de hbacilles viables avec une 
proportion de 50 colonies résistant 4 1 wg au niveau du poumon et 
200 colonies comprenant elles aussi 10 p. 100 de mutants résistant 
4 1 ug au niveau du ganglion sous-maxillaire. La rate, par contre, 
a donné A l’ensemencement une culture dont le titrage rappelle la 
structure de la souche d’origine. En effet, elle contient 20 colonies de 
bacilles résistant 4 0,1 wg et 2 colonies résistant 4 1 yg. 


B) 10—* mg. Les deux animaux sont sacrifiés treize mois apres 1]’ino- 
culation : hypertrophie des ganglions inguinaux, a 2 4 3 bacilles fins 
et granuleux tous les 10 champs, de méme que pour les ganglions 
sous-maxillaires. Cultures et frotlis du foie et de la rate négatifs, le 
poumon avec 1 bacille tous les 10 champs donne 4 1l’ensemencement 
8 a 10 colonies par tube. 

Par contre, les ganglions sous-mazillaires droits sont beaucoup 
olus riches en bacilles : 


Quantité dINHen ug. ... 0 0 0,4 0.2 1 5 25 
Nombre de cvlonies. . . . . 80 50 78 75 7 0 0 


y) 10—* mg. Les deux animaux sacrifiés au quinzisme mois ne _ pré- 
sentent aucune lésion spécifique ; une légtre hypertrophie des gan- 
glions inguinaux et des sous-maxillaires qui montrent sur frottis un 
bacille tous les 10 champs. Les frottis et cultures d’un hamster inoculé 
par voie intrapéritonéale sont négatifs ; les ensemencements des gan- 
glions sous-maxillaires donnent 40 colonies de bacilles viables par tube 
avec Je méine taux de résistance qu’d l’origine et des mutants du 
méme type. L’autre animal inoculé par voie sous-cutanée donne encore 
20 colonies de bacilles viables par tube au niveau du poumon, du 
zyanglion inguinal et des sous-maxillaires. 


En résumé, cette souche 111 E, catalase-négative et partielle- 
ment résistante a 1 wg, de structure non homogéne, s’est révélée, 
a Pinoculation, non pathogéne pour le hamster. . 

Les lésions, minimes, ont été uniquement provoquées avec des 
doses énormes, mais le résultat des cultures des animaux inoculés 
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a des dilutions différentes montre la persistance au boul d’un an 
et plus des divers mutants qui la composaient lors de I’ inocula- 
lion. 

Dans un seul cas le nombre de mutants a augmenté : il s’agit 
de la rate des hamsters inoculés avec 10 mg par voie sous- 
cutanée. En général, cette persistance in vivo du _ caractére 
primitif de la constitution de la souche 111 E non homogéne 
pendant plus d’un an est a rapprocher de l’observation de 
Tompsett [27] qui, dans des crachats de malades a populations 
bacillaires résistantes a diverses concentrations d’INH (0,1 ug, 
1 pg et 10 wg) et soumis a un traitement par lisoniazide, a vu 
bon nombre de souches rester de fagon durable non homogénes. 

La pauvreté du foie et de la rate chez ces animaux contraste 
avec la relative richesse du poumon méme aux doses de 10-—, 
et surtout avec la constante positivité des ensemencements des 
ganglions sous-maxillaires. Ce fait est dd certainement a la 
biologie de animal; dans un travail antérieur publié dans ces 
mémes Annales |24], nous notions déja que ces ganglions se 
trouvent anatomiquement en contact avec une poche séreuse et la 
glande sous-maxiilaire proprement dite ; le hamster a l’habitude 
de garder dans cetle poche des grains qui triturent continuel- 
lement les ganglions situés entre le paquet vasculaire principal 
du cou et la glande. 


ANATOMIE PATHOLOGIQUE DES soucHES INH-R&sISTANTES. 


Les cinq souches présentent toutes des caractéres communs. 

a) Dans le foie, avec doses fortes el moyennes: Nodules 
arrondis de cellules mononuclcaires contenant des corps de M-S 
libres ou inc!us dans des cellules géantes polymorphes (souches 
DEM, 659 A, 689 A, fig. 3). Les nodules peuvent parfois étre 
formés de cellules épithélioides classiques entourées de cellules 
monocytaires et lymphocytaires (souche DEM 1/10 sous-cutanée, 
souche 607 A, fig. 4) ou exclusivement formés de cellules géantes 
avec corps de M-S (fig. 5) ou adopter, sous la forme de grosses 
cellules arrondies claires, un aspect xanthomatheux (fig. 6). Avec 
des doses faibles, le nombre des nodules tend A diminuer et la 
fibrose s’établit. 

b) Dans la rate, avec doses fortes et moyennes: Réticulose 
plasmodiale, pigmentopexie, présence de formations giganto- 
cellulaires avec ou sans corps de M-S généralement inclus dans 
celles-ci. Infiltration de grosses cellules mononucléaires d’aspect 
monocytaire (fig. 7). Dans un cas également, aspect de xanthome. 
Aux doses faibles, diminution de ces images avec disparition 
progressive des centres germinatifs et fibrose. 

c) Dans les poumons, avec les souches pathogénes (DEM, 659 A, 
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Fic. 3. — 1 mg souche « DEM », voie intrapéritonéale. Obj. 80, ocul. 6. Foie (Zielh- 
Neelsen) : 2 corps de M-S fortement colorés par Ie bleu de méthyléne. On apercoit 


quelques bacilles acido-résistants dans les cellules du nodule. 


Fic. 4. — 1/10 de mg. Souche « DEM », voie sous-cutanée. Obj. 23, ocul. 6. 

Foie: on apergoit de véritables follicules tuberculeux de cellules épithélioides au 

noyau allongé violet pale qui infiltrent le parenchyme, entourés de cellules mono- 
nucléaires ; par endroit infiltration lymphocytaire. 
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689 A) nodules arrondis de grosses cellules d’aspect spumeux 
(foamy cell) ballonisées. La souche non pathogéne (111 E), par 
contre, donne des follicules de cellules épithélioides classiques 
avec couronne lymphocytaire. 

d) Dans les ganglions : A part la caséose dans les relais gan- 
glionnaires indiqués, le reste de la chaine présente un aspect de 
« sinuskatarrh » avec formations giganto-cellulaires contenant des 
corps de M-S (fig. 8). 

Pour les deux souches non pathogénes, 607A et 111 Heul 


Fic. 5. — 1/100 de mg, voie sous-cutanée. Obj. 20, ocul. 10, Gr. 132. Foie : nodule 

composé exclusivement de cellules géantes. Différents aspects de ]’évolution des corps 

de M-S a l’intérieur de celles-ci : aspect conchoide, type mono ou binucléaire, enfin 

derniére étape ou étape stellaire ou toute la substance se replie sur les bords du corps 

de M-S qui va se fissurer. Dans les deux cellules du bas nombreuses vacuoles 
de digestion. 


neuviéme et au quatorziéme mois aprés l’inoculation, nodules 
exclusivement composés de cellules géantes avec d’innonmbrables 
corps de M-S au sein des ganglions sous-hépatiques (607 A) et 
trachéobronchiques (111 FE). 

Pour les souches inoculées par voie intrapéritonéa'e, on observe 
des ilots de cellules mononucléaires entre les glandes de la 
muqueuse intestinale et un tissu de granulation spécifique giganto- 
cellulaire et corps de M-S, qui envahit la submuqueuse. 


Fic. 6. — 10-3 mg souche « DEM ». Obj. 12, ocul. 6, Gr. 132. Foie: tout Te 
parenchyme est entitrement infiltré de gros nodules de cellules mononucléaires dont 
Vaspect par endroits évoque le xanthome. 


SS 


Fic. 7. — 1 mg souche 607 A, voie sous-cutanée. Obj. 20, ocul. 10. Rate: animal 

sacrifié au quatrisme mois apres l'inoculation. L’aspect macroscopique étant normal, 

l'examen microscopique révéle une réticulose plasmodiale typique avec infiltration 

de grosses cellules mononucléaires, cellules géantes avec noyau en couronne et 
divers corps de M-S. : 
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Au Ziehl-Nielsen, avec les doses fortes et moyennes : bacilles 
abondants (56 a 6) visibles a l’intérieur des cellules mono- 
nucléaires du poumon, de la rate, des ganglions et du foie. 
Absence de bacilles dans les cellules géantes avec ou sans inclu- 
sions, et dans les cellules épithélioides quand elles existent. 


A partir de 10—* mg, il est trés difficile de mettre en évidence 
le bacille de Koch dans les tissus. 


Fic. 3. — 5 mg souche « DEM », voie sous-cutanée. Obj. 23, ocul. 6, Gr. 260. 

Ganglion sous-hépatique : Au milieu de l’infiltration 4 gros macrophages et de cellules 

mononucléaires on apercoit de mnombreuses cellules géantes libres et avec 
corps de M-S. 


PoUVoOIR PATHOGENE DES soucHEs INH-risISTANTES 
CHEZ LE HAMSTER. 


En France, Gernez-Rieux et coll. [5] inoculent le hamster par 
vole intrapéritonéale avec des souches résistantes 4 5 ug, de 
virulence diminuée pour le cobaye. Ils observent la mort de 
V’animal en général aprés une survie double de celle des animaux 
inoculés avec des souches sensibles. ‘Leurs observations rejoignent 
celles de Hauduroy [8], qui assigne un pouvoir pathogéne élevé 
pour le hamster aux souches INH-résistantes. _ 

Middlebrook et Cohn [45], avec des mutants résistants 4 0,2 ug 
et 0,5 ug, catalase-positifs, créés in vitro 4 partir de la souche 
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H387Rv et de la souche Pearson, obtiennent, chez le hamster, des 
lésions pulmonaires importantes. Avec des bacilles de résistance 
supérieure & 1 pg et catalase-négatifs, le pouvoir pathogéne 
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Toutes les soucnes étudiées jusqu’A la souche 607 A sont virulenies. Nous avons 
considéré pour la survie le premier et le dernier jour d’existence des animaux inoculés 
pour chaque lot. Le troisitme chiffre est ume moyenne résultante des différentes 
survies. La lettre S qui précéde le premier chiffre de la cinquitme colonne indique 
que l’animal a éié sacrifié & ce jour. Nous considérons : tuberculose + = point 
d’inoculation et ganglions satellites pris, avec lésions viscérales qui peuvent régresser ; 


tuberculose + + 


lésions viscérales 


culose +++ = 


importantes ; 


tuberculose + + + 


de moindre 


importance ; 
chaine ganglionnaire caséifiée et hypertrophiée et lésions viscérales 
- égale atteinte entre les 


chaine ganglionnaire prise jusqu’au groupe para-rénal ; quelques 
puimonaires et 


tuber- 


de toute la 


chaine ganglionnaire et les lésions yviscérales disséminées qui affectent les poumons, 
le foie et la rate. 
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diminue considérablement, ce qui correspond aux résultats 
observés dans les cinq souches isoniazido-résistantes que nous 
avons étudiées chez cet animal (tableau I). 


DD) — EN soucum Avmoire 17. 


Nous avons inoculé avec cette souche deux lots de hamsters 
a deux dates différentes. Ayant bien poussé sur pomme de terre 
glycérinée, une culture de vingt-trois jours est inoculée par voie 
sous- cutanée et intrapéritonéale aux dilulions suivantes : 


10 mg 
1 mg 
1/10 mg 
1/100 mg 


3 hamsters, 2 par voie sous-cutanée et { par voie intrapéritonéale 


Ht tll 


Un seul des animaux meurt spontanément : c’est celui inoculé 
avec 10 mg par vole inlrapéritonéale, tous les autres sont sacrifiés 
quatorze mois aprés l inoculation. 

Un deuxieme lot d’animaux est inoculé avee la méme souche 
par voie intratesticulaire : 2 avec 1 mg, 2 avec 1/10 de milli- 
gramme et 2 avec 1/100 de milligramme. De plus, on inocule par 
vole intracardiague un hamster avec 1/2 mg de bacille aviaire. 
L’un d’eux meurt spontanément dans !es premiers jours, des 
suites d’une hémorragie secondaire a |’inoculation ; le reste est 
sacrifié cinq mois aprés l’inoculation. 

Des 12 hamsters du premier lot, seul animal inoculé par voie 
intrapéritonéale avec 10 mg meurt six mois apres linjection 
avec un « foie ficelé ». Tous les autres sont sacrifiés quatorze 
mois aprés ; ils ne présentent aucune lésion spécifique, seuls les 
ganglions inguinaux sont visibles et les ganglions sous-maxillaires 
Iéérement hypertrophiés. 

Les frotis montrent 1 bacille tous les 5 champs pour les organes 
et ganglions. Depuis 10 mg jusqu’a 10~* mg, les seules cultures 
positives, méme quand les autres ensemencements des viscéres 
sont négatifs, sont celles des ganglons sous-maxillaires qui 
donnent toujours 15 a 20 colonies lisses par tube, légérement 
ombiliquées. 

Les hamsters du deuxiéme lol, inoculés par voie intratesticulaire 
gauche, ne montrent également aucune lésion a l’autopsie, saut 
pour l’un d’eux, qui présente quelques fines granulations grises 
dans un des lobes du foie. De méme que pour les animaux pré- 
cédents, légére hypertrophie des ganglions inguinaux et sous- 
maxillaires ; 60 colonies par tube, avec la rate et le ganglion 
sous-maxillaire droit, 4 la dose de 1 mg et de 10 mg. 

Le hamster qui recoit 1/2 mg par voie intracardiacue ne pré- 
sente a l’aulopsie aucune lésion cinq mois aprés Vinoculation. 
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Les ensemencements des ganglions sous-maxillaires droits et du 
foie donnent des cultures équivalentes entre elles (85 a 40 
colonies). 

Ces résultats permettent de conclure que le bacille aviaire ino- 
culé par diverses voies n’a aucun pouvoir pathogéne pour le 
hamster. Les bacilles sont rapidement éliminés des organes et 
ganglions, mais ils persistent méme aprés quatorze mois au 


Fic. 9. — 1/10 de mg, souche aviaire 17, voie sous-culanée. Obj. 12, ocul. 6, Gr. 132. 

Foie; follicules tuberculeux qui infiltrent tout le parenchyme d’un foie normal Aa 

Vexamen macroscopique. On observe au centre un amas de cellules épithélioides 

classiques, entouré de cellules pré-épithélioides mononucléaires. Le nodule présente 
a lune de ses extrémités une infiltration lymphocytaire trés marquée. 


niveau des ganglions sous-maxillaires, ot la culture les met en 
évidence. Pas de lésion macroscopique, mais l’examen anatomo- 
pathologique révéle des lésions au niveau du foie et de la rate. 


Dans le foie.: nodules de cellules mononucléaires dans 8 cas, 
avec corps de M-S, souvent entourés de lymphocytes, ou bien de 
follicules de cellules épithélioides classiques (fig. 9). Chez l’ani- 
ma] inoculé par voie intracardiaque, formations giganto-cellu- 
laires avec corps de M-S a la périphérie des espaces porte. Dans 


la rate infiltration de la pulpe rouge par des macrophages et des 
cellules de type monocytaire. 


s 
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KK 
HIsToPATHOLOGIE. 


L’étude des souches terminée, il nous parait intéressant, préa- 
lablement aux conclusions, d’examiner globalement l’hispatho- 
logie du hamster. 

Les premiéres études anatomopathologiques de l’infection tuber- 
culeuse du hamster ont été faites par Pagel [24-25]. Celui-ci trouve 
des ilots et nodules de cellules épithéliotdes et mononucléaires 
dans les différents organes des animaux inoculés. Dennis et colla- 
borateurs [4] parlent également de nodules de cellules épithé- 
hoides ; pour Ratcliffe et Merrick {48}, ce sont surtout des mono- 
cytes qui constituent linfiltration cellulaire. De quoi s’agit-il en 
réalité ? 

Les coupes histologiques et l'étude systématique des lésions et 
méme des organes apparemment sains des 95 hamsters que nous 
avons inoculés avec 9 souches différentes de bacilles tuberculeux 
ont montré une réelle unité dans la réponse histologique de cet 
animal 4 l’inoculation du bacille de Koch. 

Celle-ci peut se définir comme une hyperactivité et une prolifeé- 
ration cellulaire du systéme réticulo-endothélial, car la tubercu- 
lose du hamster est, avant tout, une réticulose. 

Quatre éléments différents caractérisent, a notre avis, |’infil- 
tration tuberculeuse du hamster. Ce sont 

a) Les nodules de cellules mononucléaires ou cellules préépt- 
thélioides et les nodules a cellules épithélioides classiques ; 

b) Les cellules géantes et les corps de Metchnikoff-Schaumann ; 

c) Le « sinus catarrhe » des ganglions lymphatiques ; 

d) La nécrose caséeuse des ganglions en général et sa rareté 
dans les viscéres. 

a) Nodules de cellules mononuclaires, que nous appelons préé- 
pithélioides. En effet, ce ne sont pas des cellules épithéhoides 
proprement dites. La véritable cellule épithélioide posséde un pro- 
toplasme acidophile 4 contours irréguliers et un noyau trés carac- 
téristique, ovalaire, allongé, en haltére ou en massue, coloré en 
violet pale avec l’hématoxyline éosine. Cette paleur du noyau 
est, selon Canetti, le meilleur caractére distinctif de la cellule 
épithélioide. Or ces cellules mononucléaires qui forment des 
nodules dans les trois organes principaux du hamster, poumons, 
foie et rate, sont généralement trés arrondies avec un proto- 
plasme fortement acidophile qui peut contenir ou non des inclu- 
sions, 4 noyau également arrondi et qui se colore toujours trés 
fortement en violet foncé, trés riche en chromatine. Ce sont des 
cellules d’aspect monocytaire. Ce sont elles que nous avons trou- 
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vées généralement dans la plupart des cas dans le foie, la rate 
et le poumon des hamsters inoculés avec des souches virulentes 
bovines, humaines et méme_ isoniazido-résistantes. Ces gros 
macrophages, comme nous le verrons, a noyau régulier et opaque, 
forment généralement des nodules « purs », c’est-a-dire sans cou- 
ronne lymphocytaire, a Vinverse des cellules épithéloides classi- 
ques généralement entourées de lymphocytes, que nous avons 
observées par contre dans trés peu de cas chez quelques animaux 
inoculés avec des souches isoniazido-résistantes peu ou pas patho- 
genes en général et chez les animaux inoculés avec la souche 
aviaire 17 (fig. 9). 

Ce fait nous parait important. 

Ces nodules de cellules mononucléaires telles que nous les 
avons décrites sont du méme type que celles que lon observe 
chez la souris tuberculeuse, surtout au niveau du foie et de ia 
rate. Pagel {46} les a décrites également dans la peau de la 
souris lorsqu’on inocule par voie intradermique les trois variétés 
connues de bacilles tuberculeux. Chez le rat tuberculeux, Smith 
et Hendrick [23] les trouvent dans le poumon et Hagedorn {7] dans 
le foie et la rate du méme animal. Lurie [10] les appelle cellules 
épithélioides non évoluées (« immature »). Nous les avons vues 
souvent prés de l’endothélium des vaisseaux sanguins. Lorsque 
ces cellules forment des nodules dans les alvéoles pulmonaires, 
elles peuvent se ballonner et prendre l’aspect des cellules spu- 
meuses (foam-cell). 

Dans d’autres cas, dans la rate et le foie, la disposition est 
trés similaire a celle des cellules xanthomateuses. Mais le carac- 
tere fondamental de cette cellule mononucléaire, qui répéte sa 
disposition nodulaire avec une certaine monotonie dans tous les 
parenchymes, est qu’elle constitue du point de vue histopathoto- 
gique le support des bacilles. En effet, c’est une cellule douée 
dune grande activité macrophagique ; les bacilles s’y trouvent, 
comme nous l’avons vu dans les Ziehl, phagocytés en. trés grande 
quantité. Chaque cellule en contient 5 a 6 disposés en paquet 
dans son cytoplasme. A Vinverse, les rares nodules de cellules 
épithélioides classiques, tels que nous les avons vus dans les sou- 
ches INH-résistantes peu ou pas pathogénes et dans la souche 
aviaire 17, se montrent au Ziehl sans bacilles chez le hamster. 


b) Les cellules géantes, les divers types de réaction giganto- 
cellulaire et les corps de Metchnikoff-Schaumann. 

Pagel et Stanley Griffith [24-25] rapportent que l’apparition de 
la cellule géante est caractéristique de Vinfection tuberculeuse 
aviaire du hamster. Nos résultats ne concordent point a ce sujet ; 
nous en avons trouvé avec les diverses souches de bacilles tuber- 
culeux, depuis les bovines jusqu’aux moins pathogénes. 
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Deux types fondamentaux ont été observés 


1° Les cellules géantes libres sans inclusions. Elles se trouvent 
généralement au sein des nodules des cellules que nous venons 
de décrire plus haut. Dans le poumon elles sont souvent, par 
contre, isolées prés des vaisseaux; les aspects les plus variés 
peuvent s’observer. Dans la rate, le type plasmodial est le plus 
fréquent, généralement & grand nombre de noyaux. On peut 
trouver également des cellules type corps étrangers et enfin des 
cellules géantes qui se rapprochent de la cellule de Langhans 
dans le foie. Un type assez fréquent également est celui de la 
grande cellule arrondie oti les noyaux se trouvent éparpillés dans 
le cytoplasme. Enfin, souvent ces noyaux n’existent qu’A un pole 
de la cellule oti ils sont disposés en couronne. D’une maniére 
générale le polymorphisme de la réaction giganto-cellulaire est 
extrémement varié ; 


2° Les cellules géantes avec le corps de Metchnikoff-Schaumann. 


Dans le foie et dans la rate, les corps de M-S se présentent 
généralenient inclus dans la cellule géante, mais dans le ganglion 
et exceptionnellement dans le foie, le corps de M-S est libre, 
entouré uniquement de la prolifération cellulaire. Dans un travail 
publié dans ces mémes Annales [22], chez 44 hamsters inoculés 
avec du BCG nous avions trouvé dans 7 cas des corps de M-S. 
Nos conclusions, a cette époque, interprétaient également la pré- 
sence de ces formations comme une réaction tissulaire réticulo- 
endothéhale, dans le cadre de la métaplasie giganto-cellulaire, 
i rapprocher d’autres réticulo-endothélioses, comme la sarcoidose 
ot. elles se trouvent fréquemment. Dans la tuberculose expéri- 
mentale du hamster, les divers auteurs, qui ont fait l’étude histo- 
logique systématique des animaux inoculés, considérent ces for- 
mations comme peu fréquentes. En effet, bien qu’ils ne parlent 
pas de corps de M-S, Stanley Griffith et Pagel [24-25] publient 
une microphotographie avec une cellule géante qui contient une 
inclusion d’aspect concentrique dans le foie d’un animal inoculé 
avec le bacille aviaire. Giroux [6], employant une souche bovine 
tuberculeuse, trouve des corps de M-S chez deux des hamsters 
inoculés. Dennis et collaborateurs [4] trouvent trois fois cet aspect 
particulier de la réaction giganto-cellulaire chez les hamsters 
inoculés avec 1/10 de milliigramme de la souche H87Rv. Or, nous 
avons trouvé trés fréquemment dans l'étude histologique systé- 
matique que nous avons faite de toutes nos souches : dans un 
tiers des cas, c’et-a-dire que sur un total de 95 hamsters inoculés 
nous l’avons décelé chez 32 animaux. ‘Les corps de M-S sont 
rares dans les souches trés virulentes comme les souches bovines 
Dupray S. et Ravenel (4 fois sur 33), ils sont un peu plus fré- 
quents dans les souches humaines (9 fois sur 15) et ils sont frés 
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jréquents dans les souches isoniazido-résistantes pathogenes et 
non pathogénes : ainsi que nous l’avons vu, us apparaissent dans 
les deux tiers des cas. Nous les avons trouvés, par exemple, sept 
fois dans divers organes sur 10 animaux inoculés avec la souche 
111 E et 8 fois sur 13 animaux inoculés avec la souche DEM. 
Le méme pourcentage des deux tiers se retrouve avec les autres 
souches INH-résistantes. 

A mesure que la virulence diminue, apparaissent les phéno- 
meénes de métaplasie cellu!aire qui, chez le hamster, s’extériori- 
sent surtuot par la présence de ces inclusions ou corps de M-S 
au sein des cellules géantes. Un fait important, c’est la négativité 


\, 8 oe 
= J ¢) 
ITA a 
Fic. 10. — Aspect de désintégration des corps de M-S: I. Aspect concentrique 


classique ; Il A. Aspect de levure en gemmation; JI B. Aspect operculaire ; 
II G. Aspect binucléaire ; III. Aspect stellaire ; IV ct VY. Fissuration et désintégration 
de V’inclusion. 


au Zieh] de ces formations, étape ultime de la réaction tissulaire 
au cours de l’infection par le bacille de Woch. 

Ils peuvent étre inclus ou libres, ainsi que nous l’avons vu, 
dans les différents organes du systéme réticulo-endothélial. Dans 
Pintérieur de la cellule géante, ces inclusions, d’autre part, ne 
présentent pas toujours le méme aspect. En effet, sans parler de 
cycle ou d’évolution de ces inclusions, nous avons pu apprécier 
diverses images a Vintérieur des cellules géantes jusqu’a leur 
désintégration ou leur disparition. 

Tout d’abord (fig. 10), existe aspect concentrique (1) classique 
décrit par les premiers auteurs. Puis on passe a l’étape II, la 
substance basophile peut se répartir aux deux pdles de V’inclu- 
sion donnant un aspect de levure en gemmation (II C), ou bien 
il ne persiste qu’un noyau central (aspect operculaire, II B) ou 
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encore elle se répartit en deux noyaux reliés entre eux par un 
filament (aspect binucléaire, If A). Dans une troisi¢me étape il 
ne restera plus que quelques traces de substance basophile a !a 
périphérie de Vinclusion (IIL) qui va bientot se fissurer, s’étran- 
gler (IV et V) et disparaitre au sein du protoplasme de la cellule 
géante qui lhéberge. 

Cette substance basophile, qui subit une série de transforma- 
tions jusqu’a sa disparition complete, a été considérée par Teilum 
{26] comme contenant des ribonucléotides. Selon ce dernier auteur 
i) s’agirait d’un précipité de méme nature probablement que les 
globulines et en relation avec la substance para-amyloide qu’il 
a décrite dans la sarcoidose. 

D’autre part, Marshall [42] rencontre également des corps de 
M-S au cours de l’intoxicalion expérimentale par le béryllium et 
Robbe Smith [20] a décrit, en 1946, des formations similaires chez 
des animaux inoculés par le bacille du campagnol de Wells. 

c) Nous avons vu le sinus catarrhe des ganglions, comme une 
prolifération endothéliale & partrr des vaisseaux du ganglion avec 
infiltration de celui-ci par des cellutes ballonnées spumeuses. 1! 
peut héberger cependant, si le ganglion ne va pas a la caséose, 
des cellules géantes avec des corps de M-S. 

d) La nécrose caséeuse chez le hamster est lapanage surtout 
des ganglions, pour toutes les souches pathogénes. Cette nécrose 
ganglionnaire s’oppose a la rareté de la nécrose viscérale dans 
les autres organes de l’animal (poumon, foie, rate). 


Nous ne pouvons terminer sans rappeler l’extraordinaire simi- 
litude qu’ont ces diverses lésions du point de vue hislologique 
avec celles observées chez l'homme traité durant un certain temps 
par l’isoniazide seul ou associé a une autre chimiothérapie. Nous 
pensons, a cet égard, aux travaux de Denst [8] aux Etats-Unis, 
de Poppe de Figuerado et Paola {17} au Brésil et surtout aux 
études faites par “Canetti (4, 2] sur les pieces d’exérése de tuber- 
culeux soumis a divers traitements chimiothérapiques. Canetti 
insiste sur Vimportance accrue des métaplasies cellulaires spé- 
clfiques (celiules épithélioides et cellules géantes), « phénoméne- 
clef » pour l’interprétation pathogénique de la lésion actuelie pul- 
monaire tuberculeuse. Les divers aspect nouveaux mentionnés 
dans ces travaux : polymorphisme des cellu!es géantes qui peuvent 
aller jusqu’au plasmode multinucléé, avec inclusions et corps de 
M-S, celluwes épithélioides, atypiques, cellules spumeuses, du 
type xanthome, cellules de transition entre les macrophages et les 
véritab'es cellules épithélioides, tout cela nous l’avons retrouvé 
chez le hamster tuberculeux. D’autre part, un autre fait impor- 
tant doit étre signalé :c’est que souvent, de méme que chez 
Vhomme traité, le stade exsudatif initial manque ; lorsque, chez 
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le hamster, celui-ci fait défaut, une réticulose avec phénoménes 
de métaplasie cellulaire peut progresser rapidement lors de ’ino- 
culation du bacille de Koch; la cellule mononucléaire macro- 
phagique, qui est le support bacillaire, peut ailer soit 4 la caséose, 
lésion défavorable, soit prendre le chemin de la lésion favorable 
qui est celui des réactions cellulaires spécifiques et des diverses 
métaplasies cellulaires qui vont généralement aboutir a la fibrose. 


CONCLUSIONS 


Nous ajoutons le BCG au tableau final de cette étude ; il a fait 
Vobjet de recherches antérieures. 
Les 11 souches inoculées & 95 hamsters, qui provoquent toutes 


Tasieau II. 


LESIONS 
Microscopiques 


LESICNS 
Macroscopiques 


SOUCHES POUVOIR PATHOGENE 


beer nas Présentes 
“Hl 37RV Présentes 
1033 Préeseates 
6894,RO,y2 ct Présentes 
659A,R0,75 ct Présentes 
Dem RI y c= Présentes 


III ERIy c- 


Tyberculose Présentes 


régressive 


Tuberculose 
régressive 


507 ARS y ce Présentes 


S.aviaire 17 Pas de lésions Présentes 


B.C.G. Pas de lésions Présentes 


Mort par”"intoxi- 
cation” par désin 
tégration des ba- 
cilles inoculés 

a trés fortes 
doses 


Ce tableau résume le pouvoir pathogéne des 7 souches inoculées virulentes qui 

donnent toutes des lésions évidentes macroscopiquement. Les deux autres 

souches, 111 E et 607 A, n’ont aucun pouvoir pathogéne, de méme que la souche 

aviaire 17 et que le BCG, mais elles se différencient de ces derniéres parce qu’elles 
peuvent produire des lésions minimes qui régressent. 
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des lésions microscopiques, peuvent se répartir en 3 grands 
groupes (voir tableau II). 

Premier groupe : Souches 4 pouvoir pathogéne évident, lésions 
macroscopiques de tuberculose généralisée évolutive ; ce sont les 
7 premiéres. 

Deuxiéme groupe : Souches non pathogénes, mais qui donnent 
des lésions minimes régressives. Ce sont les souches 111 E et 
607 A. 

Troisiéme groupe : Souches non pathogénes et ne donnant pas 
de lésions, mémes minimes, a l’eil nu. Ce sont les souches 
aviaire 17 et le vaccin BCG. 

Aprés avoir effectué cette étude quatre faits nous paraissent 
revétir un certain intérét 

1° La possibilité d’employer le hamster dans le diagnostic bio- 
logique différentiel du bacille bovin en l’inoculant 4 10—~ mg ; 

2° La constance et l’importance du systeme ganglionnaire lym- 
phatique chez le hamster et surtout celle des ganglions sous- 
maxillaires ; 

3° La position intermédiaire du hamster du point de vue biolo- 
gique en ce qui concerne les souches isoniazido-résistantes. Situé 
entre le cobaye et la souris, son emploi avec certaines souches, 
ainsi} que nous l’avons vu, peut apporter des renseignements 
complémentaires sur le pouvoir pathogéne des souches INH- 
résistantes ; 

4° Les particularités histologiques de la tuberculose du hamster, 
qui rappellent les lésions trouvées chez homme, soumis a4 une 
chimiothérapie antituberculeuse. 


SUMMARY 


THE EXPERIMENTAL TUBERCULOSIS OF THE GOLDEN HAMSTER. 


This study describes the results observed in hamsters inoculated 
with TB from ten different strains. The findings allow to dis- 
linguish three groups : 

First group : strains with evident pathogenic power ; bovine 
strains, strain H87Rv, and three isoniazido-resistant strains ; 
DEM, 659 A and 689 A. 

Second group : non pathogenic strains causing only minimal 
regressive lesions ; strain 111 E resistant to 1 pg, catalase-nega- 
tive, and strain 607 A, resistant to 5 wg, catalase-positive. 

Third group: non pathogenic strains, provoking no visible 
lesions ; avian strain 17 and BCG. 

Four facts are evidenced by this study : 

1. The possibility of using hamsters for the differential dia- 
gnosis of the bovine type TB. 
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. The importance of the lymphatic nodular system in hamsters. 


The intermediate biological position of the hamster between 


the guinea-pig and the mouse, as evidenced by the inoculation 
of isoniazido-resistant strains. 


4, 


The histological resemblance of the lesions found in hamsters 


after TB inoculation with those observed in humans submitted to 
antituberculous chemotherapy. 
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ISOLEMENT ET ETUDE D’UN VIRUS SYNCYTIAL 
NON IDENTIFIE, ASSOCIE 
A DES AFFECTIONS RESPIRATOIRES AIGUES 
DU NOURRISSON (°) 


par C. CHANY (**) (***), Ph. DANIEL, 
F. ROBBE-FOSSAT, J. VIALATTE, P. LEPINE et M. LELONG. 


(Institut Pasteur, Service des Virus {D" P. Liprne] 
ef IHdpilal St-Vincent-de-Paul [P* M. Levonc].) 


Une élude précédente {4] sur les pneumopathies virales du petit 
enfant, effectuée pendant une période d’observation de dix-huit 
mois, a démontré que le nombre des pneumopathies associées 
a4 un virus connu est relativement faible en France et ne dépasse 
pas 10 p. 100 en dehors des périodes épidémiques a étiologie 
précise. Ainsi, malgré la découverte des adénovirus, la majorité 
des affections ‘respiratoires aigués d’étiologie probablement virale 
semblent étre liées a des virus non identifiés. Récemment, un 
certain nombre de virus cytopathogénes ont été isolés du tractus 
respiratoire et proposés comme «gents probables d’affections 
respiraloires aigués [2, 3, 4, 5]. L’objet du présent travail est 
de rapporter et de décrire wn virus apparemment respiratoire, 
produisant des syncytiums étendus en culture cellulaire. Ce virus 
a été isolé au cours d’une épidémie de créche, caractérisee par 
une maladie aigué, fébrile, des voles respiratoires du nourrisson 
et survenue au printemps 1958 4 Vhdépital Saint-Vincent-de-Paul, 
4 Paris. Les manifestations cliniques associées a cette infection 
virale seront rapportées ailleurs /6). 


(*) Manuscrif regu le 21 juillet 1958. 
(*) Travail subventionné en partie par l'Institut National d’Hygiéne 
(professeur Bugnard). 
(**) Service des Virus, Institut Pasteur, Paris. 
(***) Hépital Saint-Vincent-de-Paul, Paris. Ecole de Puériculture 
de la Faculté de Médecine de Paris. 
Annales de UInstitut Pasteur, 95, n° 6, 1958. 46 
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MATERIEL ET METHODES. 


1° Culture cellulaire. — Les cultures cellulaires utilisées sont de 
deux types: cellules cultivées en lignées (KB, HeLa) et cellules de 
premiére explantation (rein de singe). 

La souche KB, provenant d’un épithélioma humain [7], a été 
cultivée dans un milieu A base d’hydrolysat de caséine [8] additionné 
de 10 p. 100 de sérum de poulain, 1000 U de pénicilline/ml et 50 U 
de streptomycine/ml. Lorsque la culture a présenté une couche 
continue monocellulaire, ce milieu a été remplacé par un milieu 
d’entrelien de méme composition mais additionné de 2 p. 100 de sérum 
de poule. 

La souche HeLa provenant d’un épithélioma du col utérin a été 
cultivée dans les mémes conditions, mais le milieu d’entretien conte- 
nait 5 p. 100 de sérum de poulain. 

Les cellules d’explant primaire de rein de singe (cynocéphale) ont 
été cultivées dans un milieu contenant 45 p. 100 de solution de Hanks 
ef 50 p. 100 de milieu 199 modifié avec 5 p. 100 de sérum de poulain, 
et des antibiotiques 4 la concentration indiquée ci-dessus. Le milieu 
d’entretien est le méme sans la présence de sérum. Les passages ont 
été effectués en inoculant 0,2 ml de surnageant dans 2 ml de milieu 
recouvrant ces cellules. 


2° Préléevements pour les tentatives d’isolemenl de virus. — Le pré- 
levement de gorge est pratiqué a l’aide d’un écouvillon sec frotté 
contre la paroi pharyngée et la région péri-amygdalienne. L’écouvillon 
recouvert de muscosités pharyngées est introduit dans les tubes de 
cellules HeLa et KB dont le milieu a été changé auparavant et contient 
des antibiotiques fraichement préparés. Le milieu est renouvelé aprés 
une période d’incubation de cing heures. 

Le prélévement rectal est également pratiqué par écouvillonnage. 
L’écouvillon est écrasé contre la paroi d’un tube contenant 1 ml de 
solution de Hanks avec 1000 U de pénicilline/ml, 300 U de strepto- 
mycine/ml et 150 U de mycostatine/ml. Le milieu est centrifugé 
4 6 000 tours/minute pendant une heure et utilisé immédiatement ou 
conservé congelé 4 — 20°. 


3° Réactions de neutralisation. — Les réactions de neutralisation sont 
pratiquées 4 l’aide de 200 DL50 sur culture KB. La lecture est faite 
quarante-huit heures aprés l’inoculation lorsque enviren 50 p. 100 
des cellules présentent des lésions cytologiques caractéristiques dans 
les tubes témoins. 


4° Examen microscopique. — La préparation de cellules fixées et 
colorées est pratiquée 4 l’aide de cultures sur tubes 4 lamelles suivant 
le procédé de Leighton. Les cellules ont été fixées au Bouin alcoolique 
pour la coloration H. E., au Helly pour les réactions de Feulgen, au 


formo] neutre 4 10 p. 100 pour les colorations au vert de méthyl- 


pyronine. La technique détaillée de ces colorations est décrite 
ailleurs [9]. 
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RESULTATS. 


Un virus donnant des lésions cylologiques inhabituelles a été 
isolé des sécrétions pharyngées chez 2 enfants sur les 6 étudiés 
au cours de cette épidémie de maladies respiratoires aigués sur- 
venues dans la salle Lereboullet de l’hdpital Saint-Vincent-de- 
Paul. Le virus n’a été isolé chez aucun des 5 enfants témoins de 
méme age, hospitalisés au méme moment dans la salle et ne 
présentant pas d’affection respiratoire aigué. Aucun virus cyto- 
pathogéne n’a pu étre isolé des prélévements rectaux. 


Tasteau I. — Isolement d’un virus respiratoire syncytial souche 
EA 102. Premier passage : 5 mars 1958. Effet cytopathogéne en % 
de cellules atteintes. 


Passages N° Jours N° 


6 


congelé pendant 


5 jours. t. -20° 


bibre! Sua) KBs 


titre sur KB: 


Le tableau I montre Jes modalités de Visolement du virus que 
lon appellera provisoirement, au cours de cette clude, virus res- 
piratoire syncytial souche EA 102. Des cellules KB et HeLa ont 
té utilisées pour le premier passage aprés inoculation directe des 
tubes suivant les modalités décrites précédemment. Les cultures 
ont été observées pendant dix jours tous les jours, sans que des 
lésions cytologiques particuliéres aient pu étre décelées. Au cours 
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du deuxiéme passage pratiqué sur cellules KB, HeLa et de rein 
de singe, seules les cellules KB ont montré des lésions du type 
syncytial frappant environ 10 p. 100 des cellules. Des Iésions 
comparables n’ont pas pu étre décelées dans les cultures témoins. 
Au cours du troisiéme passage, 75 p. 100 des cellules KB ont 
présenté des lésions caractéristiques aprés vingt-quatre heures de 
culture, alors que 50 p. 100 seulement des cellules HeLa présen- 
taient des lésions aprés cing jours d’observation. Douze passages 
successifs ont été pratiqués, en utilisant exclusivement des 
cellules KB qui se sont révélées les plus sensibles pour l'étude 
de ce virus. Au cours de ces 12 passages, le titre du virus isolé 
© augmenté, entre les quatriéme et douzi¢éme passages de 10~ 
eis. 


La nature virale de l’agent cytopathogéne ainsi isolé a été 
démontrée par la reproduction des lésions syncytiales aprés 
filtration sur membrane Gradocol situant la taille de cet agent 
infectieux en dessous de 300 mu. 


LEsIoNs cyToLoGIQUES. — L observation de cellules vivantes 
a montré apparition de régions d’abord limilées, ensuite de plus 
en plus étendues, occupées par des cellules multinucléées, conte- 
nant des noyaux en nombre variable allant de quelques dizaines 
i 100 ou davantage. Le nombre de noyaux inclus dans les cellules 
augmente au fur et & mesure de la progression des lésions. Le 
pH du miheu de culture a montré, au cours de la culture du 
virus, une légére acidification par rapport aux tubes témoins. Les 
syncyliums n’ont présenté aucun signe de mort cellulaire et ne se 
colorent pas par l’érythrosine 4 0,4 p. 1000 qui pénétre habituel- 
lement dans les cellules détruites. Toutefois, aucune image de 
mitose, ni typique, ni atypique, n’a pu ¢tre décelée a Vintérieur 
des cellules multinucléées. Au bout de quarante-huit heures 
environ, certaines cellules syncytiales ont présenté des signes de 
rétraction apparaissant dans le centre de la région syncytiale. 
Lorsque le syncitium se rétractait complétement, les cellules deve- 
naient plus réfringentes, présentaient une pigmentation jaune 
noiratre assez caractéristique, restaient reliées parfois aux cellules 
voisines par des ponts fusiformes et tombaient dans le milieu. 
Certaines cellules (souvent les cellules en mitose) semblaient 
résister 4 la progression des lésions syncytiales et restaient atta- 
chées 4 la paroi du tube lorsque les plages rétractées tombaient 
dans le milieu. 


Le nombre des plages syncytiales est apparu en rapport avec 
la concentration du virus inoculé. Dans les cultures inoculées avec 
une suspension virale diluée & 10—* ou 10—*, le nombre des plages 
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apparu en quarante-huit heures était facile 4 compter ct restail 
remarquablement constant d’un tube & l'autre 

L’observation des cellules fixées et colorées & VH. E. a confirmé 
la présence de cellules multinucléées. Aucune altération, ni intra- 
nucléaire, ni intracytoplasmique, n’a pu étre constatée, sauf aux 
stades avancés de l’évolution. On peut noter alors une certaine 
condensation de la chromatine sous forme de masses arrondies. 
La réaction de Feulgen ne montre pas de concentration anormale 
en acide désoxyribonucléique en aucun point du noyau aux stades 
précoces. La pyroninophilie des cellules syncytiales ne différe pas 
sensiblement de celle de Ja cellule normale. Aux stades avancés, 
quelques noyaux ont présenté des aspects pycnotiques. Le cyto- 
plasme de certains syncytiums a été criblé de trous arrondis, 
secondaires probablement 4 la chute de ces noyaux pycnotiques. 
In ce qui concerne le mécanisme de la formation des syncytiums, 
il semble probable quwil s’agit d’une extension des lésions de 
proche en proche par cytophagie. Cette hypothése est basée sur 
des constatations histologiques et sur une étude cinématogra- 
phique en contraste de phase faite en collaboration avec le Service 
Photographique de |’Institut Pasteur et concernant un virus pro- 
duisant des lésions morphologiquement tres proches de EA 102 
(virus « Mills » isolé par Rowe et Huebner). Une étude plus 
détaillée sur ce sujet sera publiée ailleurs. 

Comme il a été signalé précédemment [44], des virus (adéno- 
virus), ne produsant pas de phénoménues analogues habituelle- 
ment, peuvent produire, dans quelques cas, in vitro (surtout A 
des dilutions élevées), des phénoménes de cytophagie, mais dont 
Vextension est généralement lmitée. 


Pouvork patHocine. — Le virus EA 102 ne semble pas ¢élre 
pathogéne pour le souriceau nouveau-né de moins de 24 heures 
ni pour le lapin inoculé par voie intradermique ou intraveineuse. 
Aucune lésion n’a pu étre constatée sur la membrane chorio-al'an- 
toidienne d’ceuf incubé de 11 jours, méme aprés trois passages 
aveugles. L’inoculation intra-amniotique est restée négative. 


Hémacciutination. — Aucun phénoméne d’hémagglutination 
> 1/10 n’a pu étre noté sur membrane chorio-allantoidienne d’cuf 
incubé, ni en tube a l’aide de globules rouges de poulet (qui ont 
été hémagelutinés en présence de virus ourlien témoin). 


FRAGILITE. Le virus a paru étre relativement fragile. Le 
chauffage 4 56° a entrainé une perte de 1/10 de son titre au bout 
d’une minute; il a été totalement détruit en cing minutes. A 20°, 
le titre du virus a baissé de 1/10 en vingt-quatre heures. A — 20°. 


S 


le titre a baissé de 1/10 en trente jours. 
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REACTIONS DE NEUTRALISATION. — Le tableau II montre l’ascen- 
sion du taux des anticorps neutralisants chez 6 enfants présents 
dans la salle Lereboullet et chez lesquels les manifestations respi- 
ratoires aigués ont pris un caractére épidémique, comme le mon- 
trent les dates de début successives des signes cliniques. I] semble 
probable qu’un certain nombre de malades ont échappé a notre 
attention pendant la période initiale de l’épidémie. Dans cette 
série, le taux des anticorps neutralisants a paru atteindre assez 
rapidement un niveau relativement élevé chez les enfants présen- 
tant une maladie respiratoire aigué. Le cas n° 6 a été considéré 
comme appartenant probablement a cette épidémie en raison de 
lage de Venfant et du caractére faiblement ascendant des anti- 
corps, interprété en fonction des dates de prélevement des sérums. 
Il n’a pas été vu d’ascension d’anticorps de déviation du com- 
plément vis-a-vis de la grippe, ni vis-a-vis des adénovirus, saul 
dans le cas n° 38, au cours déquel le virus EA 102 a été isolé. 
Comme aucun adénovirus n’a pu étre isolé chez cet enfant, il 
semble probable que l’ascension des anticorps de déviation du 
complément témoigne de activation d’un virus endogéne, a un 
certain moment de l’évolution de la maladie. 


TaBLEAu II. 


e: saéno | nuagnostis 
Nap EB 8 on 8 he : i OT Rem 
BELDaMTE DE LA SALLE LEREBOULLET : es ; 
1-DE: Sm: 20/2 1 4/3 2 Ors 4/34 16 5/5: 256 0/0 : 0-0 : Otdte-Anigine-Paeunonie ve 
2 - OB : 2m : 26/2 : 4/3 : i i 4/33 32 : 1/53) 256 0/0 0-0 Obite-Angine-Pnoumonie v. 
3- DU: 12m: 28/2 : 4/3 vt 4/3: 16 £15/48)512 : 0/0 0-30 ; Otite-Aneine-Paoumonielves 
4-Mor 6m: 28/2 4/3 ee 4/33 <8 5/53)512 : 0/0 : 0-0 Angine-Bronchite } 
5- AR t 6m: 1/5 24/3: 0 : 4/3: ¢8 2 5/5: 256 : 0/0: 0-0 + Angine-Bronchite ) 
6 = ME : 5 m 3/4 28/4 0 28/4: 32 15/51 BE ISG/G GuGse) i ansaee coeemenn ee ; 
TEMOINS : : : : io te BG : 
i) Te Qmb1 2/5 : 4/3 : 0 4/3: <8 5/43 £81 0/0:0-0 + Otite | 
2-Dri img : ND 4s3 0: 4/3: ra 5/43 <8 0/0 0-0 Bull lesEauphysene 
9 RAs Sanoes 6/25 4/5 Gs aa @arno/ Aincs 0/0 O20) cetenunesre 
4-WBiSm 1 4/2 :10/8 0 10/2 <8 128/31 CB: 0/6 2020s oeitesnacivaere ) 
5-MA1 12m i 4/2 4/5 0 4/3: <8 5/43 <8 0/0 0-0 : Bxanthene sueit 


Aucune ascension du taux des anticorps neutralisants n’a pu 
clre observée chez 5 enfants témoins, présents dans la salle (sauf 


un), de méme Age et ne présentant pas de phénoménes respira- 
loires aigus. 
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\EPARTITION DES ANTICORPS NEUTRALISANTS DANS LA POPULATION 
METROPOLITAINE PENDANT L’HIVER 1957-1958. — En raison du 
caractére insolite des lésions cytologiques dont la signification 
est discutée plus loin, il a paru important de savoir si le virus 
isolé a été rencontré d’une facon accidentelle ou s'il siagit d’un 
virus largement répandu dans la population. Un sondage a été 
pratiqué en étudiant 208 sérums, prélevés au hasard chez des 
personnes en bonne santé apparente, provenant de tout le terri- 
loire métropolitain. Les sérums ont été inactivés par chauffage 


nombre de cas positifs 


70 ea] nombre de cas examinés 


60 


50 


NOMBRE de CAS 


Od2ans 245ans 5a!5ans 154 2lans S2lans ge non 
: précisé 


& 56° et dilués au 1/10 en vue d’éviter les neutralisations non 
spécifiques. 

La figure 1 montre la fréquence et la distribution des anticorps 
neutralisants : 83,5 p. 100 de cette population a présenté des anti- 
corps neutralisants. L’immunisation a paru s’installer précoce- 
ment car, entre 6 mois et 2 ans, 68,5 p. 100 des enfants ont déja 
présenté des anticorps. 


MANIFESTATIONS CLINIQUES OBSERVEES AU COURS DE L’hPIDEMIE, — 
Le tableau III résume les manifestations cliniques observées au 
cours de l’épidémie. Fievre, toux ont été les signes cliniques les 
plus fréquents. Dans quatre cas, les signes cliniques ou radio- 
logiques ont témoigné d’une participation des voies respiratoires 
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Tasrrau Ill. — Manifestations cliniques associées a 17EA 102. 
eae : 3 wees : 5 : j 
: Piévre : Toux : Dyspnee 3: ; : : 
pea Fine Sioned: 5 : : : : 
at Ar ee oe : : : 

: : : : : pus : : : : 
Sa geet + Pas + 3 3 : 3 : - 3 : 
5 : + a : + : : : : : + : a : 
6: + : — — 
(Gan 3 : 2 : 3 : : E 


inférieures. Dans trois cas, une otite s’est associée aux maniles- 
tations respiratoires et, chez l’un d’eux, une paracentése a ramené 
du pus. Pour les deux autres, la formule sanguine pratiquée en 
période olitique est restée normale. 


PRESENCE DE VIRUS SYNCYTIAUX DANS LES CULTURES DE REIN DE 
stincE. — Les cellules de rein de singe mises en culture le 2, le 
3 et le 11 mars, ont présenté, aprés quinze jours de culture, des 
lésions syncytiales inhabituelles qui ne pouvaient pas étre repro- 
duites, aprés passage en culture de rein de singe. Par passage 
en cellules KB, deux souches de virus ont été isolées. Ces virus 
sont identiques, d’aprés les lésions produites in vitro et les carac- 
téres antigéniques, aux souches KA 102 isolées au cours de 
lépidémie. 


Discussion. 


Le caractere des lésions produites en cultures cellulaires sug- 
gére la présence d’un virus appartenant 4 un groupe produisant 
des lésions du type syncytial en culture de cellules HeLa et KB. 

L’absence d’agglutination d’hématies de poulet, l’absence de 
lésion sur membrane chorio-allantoidienne de l’ceuf apres passages 
répétés semble éliminer IEA 102 du groupe des myxovirus 


PLANCHE I. 


Fic. 1. — Cellules KB témoins non inoculées, coloration H. E. Gr. x 82 (Service 
photographique de l'Institut Pasteur). 


Fic. 2. — Les mémes cellules inoculées avec Ie virus EA 102. Culture vingt-quatre 
heures. Une unité infectieuse. Syncytium présentant une Jumiére centrale. 
Coloration H. E. Gr. x 82. 
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PLANCHE II. 


Fic. 3. — Unité infectieuse présentant des signes de rétraclion, avec de nombreux 
trous arrondis dans le cyloplasme, secondaires probablement a Ja chute de noyaux 
nécrotiques. Coloration H. E. Gr. x 82. 

Yio. 4. — Culture apres quarante-huit heures. Certains syncyliums sont compléte- 
ment rétractss, d’aultres sont déja tombés dans le milieu, et seules persistent attachées 
i Ja paroi du yerre Ies cellules qui ont résisté a4 la progression des Iésions, et qui 
nont pas été englobées dans les syncytiums. Coloration H. E. Gr. x 82. 
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classiques. Dans ce groupe, c’est surtout le virus ourlien qui 
a paru poser des problémes de diagnostic, en raison des synci- 
tiums que ce virus produit en culture cellulaire. Les réactions de 
neutralisation croisées éliminent cette hypothéese. 

Le virus de la rougeole ne pousse sur cellules du type HeLa 
quwapres adaptation. I] produit généralement des inclusions intra- 
nucléaires et intracyloplasmiques en culture cellulaire, rappelant 
les lésions cellulaires observées dans les pieces anatomiques. Son 
temps d’incubation est plus long. 

Le virus Mills, classé par Chanock et coll. comme virus HA, [5] 
provenant probablement de sérum humain, a été isolé par Rowe et 
Huebner et étudié par l’un de nous en collaboration avec ces 
derniers, dans leur laboratoire. Il ne peut étre distingué morpho- 
logiquement du virus EA 102. Les réactions de neutralisation 
démontrent une neutralisation croisée partielle, done probablement 
une certaine parenté entre ces deux virus; ceci doit faire l’objet 
dune étude plus poussée. 

Le virus CCA de Morris et coll» [2], réisolé chez l'enfant par 
Chanock [4], n’a pas pu étre comparé a EA 102 dans notre 
laboratoire. Les inclusions intranucléaires lées a une fragmenta- 
tion de la chromatine, signalée par Chanock, n’ont pas été retrou- 
vées dans les cultures d’EA 102. Toutefois, le rapport entre les 
deux virus fera encore l'objet d’études plus poussées dés que des 
anti-sérums seront disponibles. 

L’ascension considérable du taux des anticorps neutralisants 
chez les enfants malades plaide en faveur de l’origine humaine 
et de la nature pathogéne de ce virus. Ces arguments semblent 
éliminer Ja possibilité d’une infection accidentelle des tubes de 
culture par un virus simien latent, provenant des cultures de 
rein de singe et isolé 4 la méme époque. I convient de remar- 
quer, par ailleurs, que des cultures de rein de singe n’ont pas 
été utilisées au cours de Vinoculation primitive. La présence du 
virus dans les cellules de rein de singe pourrait étayer Vhypo- 
thése d’une infection contemporaine et accidentelle des singes par 
un virus humain ou par un virus pathogéne pour les deux espéces. 

Le virus parait ¢tre largement répandu dans la population 
métropolitaine. I] est particuliérement intéressant de constater 
immunisation précoce des enfants pendant Vannée 1957-1958, 
car 68,5 p. 100 des enfants entre 6 mois et 2 ans ont présenté 
des anticorps neutralisants. L’isolement, actuellement unique, 
@un virus aussi répandu peut tenir a plusieurs facteurs. Il est 
possible que le virus ne soit présent que pendant un trés court 
moment dans les sécrélions pharyngées. Il est possible également 
que le virus soit difficile 4 adapter a certains types de culture 
cellulaire, comme le montre le tableau I (les cellules KB y sont 
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particuliérement sensibles). Il est possible enfin que le virus, 
étant relativement fragile, soit fréquemment perdu dans les trans- 
ports. 

Au cours de cette épidémie, l’infection due au virus EA 102 
s’est associée & des manifestations respiratoires aigués d’allure 
banale du petit enfant. Malgré l’absence de montée des anticorps 
neutralisants chez les enfants pris comme témoins, en raison du 
nombre limité des isolements et des cas observés, il semble 
impossible & lheure actuelle de tirer une conclusion définitive 
en ce qui concerne la signification de ce virus en pathologie 
humaine. 

ALSUME. 


Un virus produisant des syncytiums étendus en culture cellu- 
laire a été isolé au cours d’une épidémie de créche de maladie 
respiratoire aigué d’allure bénigne. Six enfants sur 11 ont pré- 
senté une augmentation significative des anticorps neutralisants 
vis-a-vis de ce virus. Une étude cinématographique laisse sup- 
poser que le mécanisme de formation des syncytiums est la cyto- 
phagie. On ne note pas d’altération nucléaire ou cytoplasmique 
ai Vintérieur des plages de syncyluum. Le virus n’a pas pu étre 
identifié actuellement & un virus connu. On ne peut pas encore 
conclure sur le réle de ce virus en pathologie humaine. 


SUMMARY 


ISOLATION AND STUDY OF AN UNIDENTIFIED SYNCYTIAL VIRUS 
ASSOCIATED WITH ACUTE RESPIRATORY INFECTIONS IN INFANTS. 


An unidentified syncytial virus has been isolated in tissue 
culture during a small outbreak of respiratory disease in an open 
ward of the Saint-Vincent-de-Paul Children’s Hospital during the 
winter period 1958. 6 out of 11 children showed a significant 
rise in their neutralizing antibody titer against this agent. A 
cinematographic study suggests that syncytia are produced 
by cytophagia, which is the only manifestation of this virus 
in tissue culture. In these cases the virus has been associated 
with mild respiratory disease in infants, but there 1s no definite 
information on the significance of this virus in human disease. 


* 
xk 


Depuis la rédaction du présent article, le Dr Chanock nous 
a informés que, d’aprés ses expériences, il existerait une certaine 
parenté entre le virus EA 102 et le virus HA, isolé par lui. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°) 


Séance du 2 Octobre 1958 


Présidence de M. PreEvor. 


NECROLOGIE 


OCTAVE GENGOU 
(1875-1957) 


Le professeur Octave Gengou, membre de notre Société depuis sa 
fondation, est mort le 25 avril 1957. 

Né a Ouffet (dans la province de Litge) en 1875, il fit ses études 
médicales 4 Liége et en 1897 commenca sa carriére d’hygiéniste et de 
bactériologiste dans le laboratoire de Malvoz, qui Vintroduisit 4 |’Ins- 
titut Pasteur de Paris auprés de Jules Bordet, alors que celui-ci 
commengait les recherches devant le conduire au Prix Nobel. En 1901, 
Jules Bordet fonde Institut Pasteur de Bruxelles et prend O. Gengou 
comme assistant. Il y reste jusqu’en 1921, année ot il fut nommé 
directeur des services d’hygiéne de la ville de Bruxelles et professeur 
@hygiéne a la Faculté de Médecine de cette ville, chaire qu’il conserva 
jusqu’en 1945. Pendant sa retraite il y conserva un laboratoire ott il 
travailla jusqu’’ sa mort. 

La chronologie de ses travaux scientifiques appartient a l'histoire de 
la bactériologie et de V’immunologie. Elle débute par la célébre réac- 
tion de Bordet et Gengou : en 1901, ces deux savants appliquent la 
réaction de fixation du complément a la recherche des sensibilisatrices 
correspondant A divers germes, en particulier Pasteurella pestis et 
Mycobacterium tuberculosis, Toujours avec J. Bordet il monire que les 
immunsérums obtenus contre un sérum ¢étranger inactivent la throm- 
Line contenue dans ce scrum suivant la spécificité zoologique. I] étudie 
ensuite Ja coagulation du sang et le pouvoir absorbant des précipités 
minéraux ; puis il démontre la fixation du complément par des préci- 
pités spécifiques en cours de formation, pouvoir précipitant s’accom- 
pagnant d’un pouvoir sensibilisateur (1902). Suit alors une série 
impressionnante de découvertes: aclion antagoniste du citrate de 
sodium vis-a-vis de la fixation du complément ; analogie avee son 
action disséminante 4 l’égard de la formation de précipités minéraux, 
tel le sulfate de baryum ; pouvoir opsonisant du complément A l’égard 
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de parlicules non = antigéniques (grains d’amidon) capables de 
Vabsorber ; conglutination du mastic et de l’amidon. 

En 1906, avec J. Bordet, il cultive Vagent de la coqueluche et fail 
connaitre son pouvoir pathog¢ne dai & son endotoxine nécrosante, ainsi 
que les propriétés agglulinantes et sensibilisatrices spécifiques du 
sérum de convalescents. 

En 1911, toujours avec J. Bordet, il décrit la coagglutination, étudie 
les propriétés des principes bactéricides endoleucocytaires aprés extrac- 
tion en présence d’acides dilués ; met en évidence les caractéres qui 
les distinguent de l’alexine (1921). Presque tous ces travaux ont paru 
dans les Annales de VInstitut Pasteur et nous allons bientét publier 
de lui un mémoire posthume, sur le réle des alcalino-terreux dans 
l’hémolyse par certains sérums frais, qu’il rédigea quelques semaines 
avant sa mort et que nous a transmis son ¢éléve, collaborateur et suc- 
cesseur, le professeur Millet. 


Celui que nous regreltons unanimement était un homme essentiel- 
lement modeste et discret, masquant sous une affabilité souriante une 
tristesse intime venant d’une série de malheurs familiaux : la mort 
trés jeune de sa mére, la perte accidentelle d’un fils de 15 ans, la 
mort prématurée de sa femme. Il trouva heureusement dans le travail 
acharné, dans la découverte scientifique, le moyen de supporter ses 
deuils et sa solitude. En dehors de la recherche pure, il déploya une 
erande activilé comme hygiéniste, en particulier dans la lutte anti- 
tuberculeuse ; il fut président de la Ligue Nationale Belge contre la 
Vuberculose et écrivit un important traité, L’endémie tuberculeuse. 
Son seul délassement était la musique, et il a dt trouver dans la 
mélancolie de « Prélude, choral et fugue » de son compatriote César 
rank, peut-Clre aussi dans la « Procession », les résonances de la 
sienne propre et une consolation supréme. Que cette pensée atténue 
le deuil de sa famille et de notre Société. INed is 12% 


JACQUES BAILLY 
(1890-1958) 


Né a Lyon en 1890, Jacques Bailly fit ses études de vétérinaire dans 
sa ville natale en méme temps que !a licence de sciences naturelles. 
D’abord professeur & l’Ecole d’Application de Saumur, il fut appelc 
en 1920 & prendre a 1’Institut Pasteur de Tanger Je service de la vaccine 
et de la rage. C’est alors qu’il commenca une collaboration fidele et 
fructueuse de trente années avec son directeur P. Remlinger : vaccina- 
tion antirabique des animaux ; action de la protéolyse sur la virulence 
de la moelle rabique et sa conservation par dessiccation ; influence 
des passages de lapin & lapin sur la sensibilité aux divers facteurs, 
action de la congélation ; rage du loup ; vaccination du chat ; compa- 
raison du vaccin phéniqué et des moclles desséchées ; choc lapinique , 
rachicentése occipitale du chien ; rage expérimentale de la souris ; 
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pluralité des virus fixes ; dispersion du virus rabique ; chiens réfrac- 
laires ; rage consomptive ; identification du mal de Cadeiras bovin ; 
rage du coq, du pigeon, de la cigogne ; état réfractaire de la grenouille 
et du crapaud ; comportement du virus rabique dans l’encéphale de 
la tortue et son développement chez la tique du chien ; urée sanguine 
et rapport chlore/hématie-plasma dans la rage expérimentale du chien 
et du lapin ; action de l’extrait pancréatique sur le virus rabique ; 
action du latex, du suc d’agave, des filtrats de B. subtilis, de la péni- 
cilline, de Ja streptomycine. 

Il avait, de plus, fait de la maladie d’Aujeszky un sujet proprement 
personnel d’étude, sur Jequel il publia, de 1933 a 1937, une trentaine 
de mémoires réunis en une monographie importante en 1938. Cela lui 
valut d’étre rapporteur de la question au X°® Congrés international 
vétérinaire de Zurich, membre correspondant de |’Académie Natio- 
nale de Médecine et de la l’Académie Vétérinaire de France. Mais ses 
recherches pures ne l’empéchaient pas de développer une activité pra- 
tique considérable 4 I’Institut Pasteur de Tanger, ot: il s’occupait de 
lherpés marocain, de l’encéphalomyélite des équidés, de la prophylaxie 
de la syphilis, du diagnostic biologique de la grossesse, du BCG, de 
Vhygiéne générale et tangéroise, de la bilharziose, de la filariose, du 
spirille marocain, de la tuberculose, des microbes du pain, des bac- 
téries chromogénes, etc. 

J. Bailly n’était pas seulement un savant; c’était un sage et un 
modeste ; comme Candide, il cultivait son jardin, en botaniste et en 
artiste ; il avait transformé en oasis de fleurs Je désert entourant 
1 Institut Pasteur de Tanger. 

Hélas, un état morbide trés pénible s’empara prématurément de lui, 
assombrissant cruellement ses derniéres années, et c’est & Sfax, dans 
la retraite, qu’il s’éteignit. 

Notre Société partage Je deuil de sa famille et de |’Institut Pasteur 
de Tanger. Ree 


COMMUNICATIONS 


ETUDE D’UNE SOUCHE D’EMPEDOBACTER : 
EMPEDOBACTER ULIGINOSUM, VAR. NATRICIS 


pared SBRISOUT) Ce IY SSE ici BeiVAG HER: 


(Section Technique de Armée et Institut Pasteur, 
Service des Anaérobies) 


Le germe que nous présentons fut isolé par culture, du pus d’un 
abceés sous-péritonéal trouvé A Vautopsie d’une couleuvre 4 collier 
(Natrix natriz L.). 


(*) Adresse de Vauteur : 15, rue Alsace-Lorraine, Poitiers (Vienne). 
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Ce reptile avait recu quarante jours auparavant, au lieu de cette 
collection, 0,5 ml d’une suspension en eau physiologique  stérile, 
d’Achromobacter desmolyticus. De la grosseur d’une petite amande, 
Vabcés contenait un pus filant, d’odeur cadavérique et de couleur vert 
foncé. 

Ce pus fut ensemencé en bouillon nutritif ordinaire. L’isolement 
classique pratiqué sur boite de Petri mit en évidence quatre types 
différents de colonies. Les quatre germes suivants furent identifiés : 

a) Achromobacter desmolyticus, 

b) Flavobacterium hydrophilum, 

c) Proteus vulgaris, 

d) Empedobacter wuliginosum var. natricis. 


L’hémoculture du sang du cceur en bouillon nutritif permit de 
mettre en évidence Flavobacterium hydrophilum & 1’état pur. Connais- 
sant Ja pathogénicité de ce germe pour les animaux & sang froid [41] 
nous le tenons pour responsable de la mort de la couleuvre. 


ETUDE DE LA SOUCHE D’EMPEDOBACTER. 
I. — Morpnorocir. 


1° Examen 4 “’brar rrais. — Batonnets d extrémités arrondies de 
2,5 4 3,6 pw de long sur 1,5 w de large. Ils sont parfois courts et 
revétent des aspects coccobacillaires de 1,2 4 1,5 w de large. Is sont 
immobiles. 


2° EXAMEN APRES COLORATION. — Sur frottis fixés, ces bacilles prennent 
facilement les couleurs d’aniline. Ils ne gardent pas la coloration de 
Gram, Leurs extrémités arrondies sont bien colorées, leur centre reste 
clair (coloration bi-polaire). En culture de 24 heures, ils sont géné- 
ralement isolés, souvent en diplocoques, quelquefois en courtes chai- 
neltes et en tétrades. Ces germes présentent un pléomorphisme accentué 
tenant au milieu et a Age des cultures. Ils n’ont ni spores, ni 
capsules, ni ciliature. 


II. — CARACTERES DES CULTURES. 


1° CoNDITIONS DES CULTURES. — Conditions physiques. Ce sont des 
microbes aérobies préférentiels. Ils poussent entre + 4° et 35°C 
(optimum de croissance + 28°C); ils ne poussent pas a + 37°C. 
Leur développement est abondant dans un milieu ajusté & pH 7,2, les 
pH extrémes oscillent entre 6 et 8. 

Conditions chimiques. En milieu de Stephenson avec du_ nitrate 
d’ammonium comme source d’azote, ils utilisent le carbone du 
méthanol, mais ils n’utilisent pas le carbone des pétroles lampants, 
de l’oxalate d’ammonium, des alcools éthylique, propylique, butylique, 
du xylol, du benzene, du galactose ou de 1’éthyléne-glycol. 

Ils croissent facilement sur les milieux nutritifs ordinaires et mieux 
encore lorsque ces milieux sont additionnés de sérum frais de cheval, 
d’extrait globulaire ou de liquide d’ascite. 
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2° ASPECTS DES CULTURES DANS LES MILIEUX USUELs. — Sur bouillon 
nutritif. La culture se développe faiblement. 

Sur cau pepltonée ordinaire. La culture est rapide 4 28°C: vers la 
dixitme heure des ondes moirées apparaissent. En cing a six jours 
un anneau cerne la surface du liquide, un voile fragile se forme et 
les corps microbiens sédimentent au fond du tube en un dépdt coloré 
orange. 

Sur bouillon nutritif ou eau peptonée additionnés d’extrait globu- 
laire, de liquide d’ascite ou de sérum frais de cheval. Le développement 
de la culture et la chromogenése se trouvent favorisés. Il se forme 
alors un voile épais en surface et le dépot des corps microbiens forte- 
ment pigmentés est plus important que normalement. 

Sur gélose nutritive. De fines colonies apparaissent vers la douzi¢me 
heure, Elles sont lisses, bombées, arrondies, 4 bords réguliers, de 
¢,5 4 1 mm de diamétre. Elles ont une couleur orangée pale par trans- 
parence. Leur taille augmente avec le temps jusqu’a 2 mm ; en quatre 
a cinq jours, elles ont une teinte jaune orangé foncé. Cette pigmen- 
tation apparait le mieux 4 la température du laboratoire (18 a 25° C). 
Les colonies adhérent normalement au milieu de culture, mais elles 
imprégnent fortement l’anse avec laquelle on les préléve. Elles pré- 
sentent une consistance cireuse, ce qui rend difficile leur émulsion 
dans les milieux liquides. Les jeunes colonies ont un aspect luisant 
en surface ; elles deviennent séches et ternes avec le temps. Le pigment 
ne diffuse pas dans le milieu. Une odeur cadavérique pénétrante se 
dégage de la culture. 

Sur gélose profonde Veillon. Les colonies se développent dans la zone 
d’aérobiose. Elles sont lenticulaires, pigmentées en surface. 

Sur gélose hypersalée a 75 p. 1000 de NaCl. La culture ne se déve- 
loppe pas. 

Sur pomme de terre. La culture est pauvre, elle se développe len- 
ltement au point d’ensemencement. La pigmentation est intense. 

Sur gélose au sang d’homme ou de rat. Il n’y a pas d’hémolyse. 

Le petit lait tournesolé est acidifié en six jours. 


Ill. — CaracriREs BIOCHIMIQUES. 


1° METrABOLISME DES GLUCIDES. C’est un germe faiblement glucido- 
lytique. En trois jours il fermente le galactose, le maltose. En six 
jours, l’arabinose et le Iévulose. En dix jours, le glucose. En quinze 
jours, le saccharose et le lactose. En vingt jours, le xylose. Il n’y 
a jamais production de gaz. Le rhamnose, le mannitol, le dulcitol, 
Vadonite et l’imosite ne sont pas touchés. Le milieu de Stern (glycé- 
rine) n'est pas modifié. L’esculine est virée en vingt-quatre heures. 
La cellulose n’est pas attaquée. L’amidon n’est pas hydrolysé. 


2° L’action sur L’uREE. —— L’urée n’est pas utilisée. 
3° METAROLISME DES PROTEINES. — En eau peptonée, il n’y a pas forma- 


tion d’indole ou d’hydrogéne sulfuré ; il n’y a pas de dégagement 
d’ammoniaque. La protéolyse de la gélatine est faible. Sur milieu 


r Bi 
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gélose-gélatine en boite de Petri, on reléve un début de digestion vers 
le quatriéme jour. Le sérum de cheval coagulé n’est pas digéré. Il en 
est de méme du blanc d’ceuf coagulé. Le lait n’est pas coagulé. Au 
bout de quinze jours, le pigment a envahi tout le milieu et lui donne 
une belle couleur orangée. Le lait gélosé en boite de Petri n’est pas 
digéré. 


4° ACTION SUR LE CITRATE DE SsoUDE. — Le citrate de soude sur milieu 
de Simmons n’est pas utilisé. 


5° Pouvoik REDUCTEUR. — Les nitrates sont réduits en nitrites d’une 
facon importante en trois jours (traces de nitrites déja en vingt-quatre 
heures). La réduction des nitrates ne dépasse pas le stade des nitrites. 
Le rouge neutre est réduit en quarante-huit heures. 


6° EN miLrEU DE CLARK et Luss. — La réaction au rouge de méthyle, 
ainsi que la réaction de Voges-Proskauer, sont négatives. 


7° PROPRIETES BIOCHIMIQUES PARTICULIGRES. — L’Hmpedobacter étudié 
présente la réaction des catalases et des oxydases positive, celle des 
peroxydases est négative. 

Il ne désamine pas le tryptophane sur milieu urée-indole. 

Sur milieu au jaune d’ceuf de Mac Lung modifié par Colmer, il se 
révele dépourvu de lécithinase. 

Il donne une culture visible en vingt-quatre heures sur milieu de 
Braun au KCN. 


IV. — PROPRIETES PHYSIOLOGIQUES. 


1° CuRoMOGENESE. — La pigmentation est favorisée par une tempé- 
rature de 20 & 25° C. Certains milieux tels que le sérum coagulé, le 


x 


milieu a l’amidon, le milieu a l’ouf et la gélose au lait sont favo- 


rables & ce processus. 


2° Rsisrancr. — Ce germe résiste peu a la chaleur :.une minute 
iu 80° C, 5 minutes 4 60° C, dix minutes a 56° C suffisent pour le tuer. 
I! est sensible aux anliseptiques ordinaires : le sublimé au 1/1 000 000, 
le permanganate et les crésyls au 1/1 000, les ammoniums quaternaires 
au 1/10 000 ont un effet bactéricide. 

Parmi les antibiotiques, la framycétine et ]’érythromycine sont trés 
actives. 

Les sulfamides sont sans action. 


V. — VIRULENCE ELF POUVOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL, 


Cet Empedobacter parait dépourvu de virulence tant pour les homéo- 
thermes que pour les poikylothermes. I} s’agit sans doute d’un germe 
ubiquitaire qui peut devenir saprophyle sous certaines conditions qui 
nous échappent. 

Pour étudier le pouvoir pathogéne expérimental, 0,5 cm* et 1 cm? 
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d’une suspension en eau physiologique stérile titrant 10° germes par 
centimetre cube furent inoculés dans la cavité péritonéale des animaux 
suivants : 

a) Poissons : Carassius auratus (carassin), Tinca vulgaris (tanche). 

b) Batraciens : Pleurodéles waltlii (pleurodéle), Triturus marmoratus 
(triton marbré), Rana esculenta (grenouille commune), Xenopus laevis 
(crapaud du Cap). 

c) Mammiféres : souris, rat, cobaye. 

Tous ces animaux se sont montrés tolalement réfractaires 4 1’infec- 
tion. 


VI. — POSITION TAXINOMIQUE. 


Cette bactérie immobile, chromogéne, & pigment jaune orangé, entre 
dans la tribu des Chromobactereae, genre Empedobacter, que l’un de 
nous a déja défini [2]. 

Les souches actuellement connues dans le groupe des gélatinoly- 
tiques réducteurs de nitrates sont les suivantes : 

Emp, bufo, Emp. lutescens, Emp. fucatum, Emp. balustinum, Emp. 
ferrugineum, Emp. dormitator, Emp. flavigenum, Emp. idoneum, 
Emp. udum, Emp. uliginosum. Si l’on compare la bactérie isolée de 
la couleuvre A celles que nous venons d’énumérer, on se rapproche 
sans conteste de l’espéce uliginosum décrite en 1944 par Zobell et 
Upham [3] sous le nom de Flavobacterium uliginosum cité dans le 
Bergey’s Manual comme Agorbacterium [4]. Les auteurs avaient isolé 
cette bactérie de dépéts marins et n’obtenaient de cultures que dans 
les milieux salés. En dehors de cette particularité, les caractéres 
majeurs : action sur la gélatine, les nitrates, le lait, fermentations 
sucrées, aspect gommeux et jaune des cultures, sont identiques. La 
souche que nous avons étudiée peut donc étre considérée comme une 
variété dulcaquicole ou terrestre du germe isolé du milieu marin par 
Zobell et son collaborateur. Nous proposons le nom de Empedobacter 
uliginosum, var. natricis. Le pouvoir agarolytique n’est qu’éphémére 
chez les souches maritimes. Il nous parait inutile de surcharger la 
nomenclature d’une nouvelle espéce. Il semble du reste qu’un certain 
nombre de Pseudomonadaceae s’offrent & nous sous deux variantes : 
maritimes et terrestres. On connait déja plusieurs exemples, auquel 
s‘ajoutera celui que nous venons de relater. 


SUMMARY 


Stupirs on Empedobacter uliginosum var. natricis, 
ISOLATED FROM AN ABSCESS OF COMMON SNAKE (Natrixz natrix L.). 


The authors describe in details Empedobacter uliginosum isolated 
from an abscess of common snake. The germ was associated with 
Achromobacter desmolyticus, Flavobacterium hydrophilum, Proteus 
vulgaris. Morphology, cultural characteristics, biochemical properties 
are described. Its innocuity is demonstrated by inoculations in 
different warm- and cold-blooded animals. This description is followed 
by a short taxinomic discussion. 
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CARACTERE DIFFERENTIEL 
ENTRE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS 
FECAL ET TELLURIQUE 


par H. BEERENS et F. DELCOURTE. 


(Unstitut Pasteur de Lille) 


La détermination de lorigine fécale ou tellurique d’une conta- 
mination microbienne revét une importance primordiale en hygiéne. 
Il n’existe cependant pas de criteres permetlant de préciser avec certi- 
tude la provenance des anaérobies isolés et la nature du contage 
demeure le plus souvent incertaine. Le caractére que nous décrivons 
ici semble autoriser la différenciation de Cl. perfringens fécaux et 
telluriques. Il repose sur la possibilité ou non de survie des formes 
végétatives introduites dans une solution de chlorure de sodium. 


SoucHES UTILISHES. — 1° Telluriques : Nous avons étudié 40 échantil- 
lons de sols vierges d’ou nous avons isolé 27 spécimens de Cl. perfrin- 
gens sur milieu Y. F. au sulfite et a l’alun de fer. Dix-neuf souches 
provenaient de terres d’excavation de briqueteries et de forage de puits 
d’au moins 25 m de profondeur, six des cols des Alpes, deux de sols 
de foréts. Dans ces deux derniers cas, les prélévements ont été prati- 
qués 4 flanc de talus, 4 l’écart des routes (au moins 500 m) et & 50 cm 
de profondeur. Trois souches, enfin, nous ont été aimablement remises 
par le Dt A.-R. Prévot, chef du Service des Anaérobies a 1I’Institut 
Pasteur de Paris: TRO4A (terre Tromelin), Ta4 (Terre Adélie), O24A 
(Lagune Ebrié, Céte d'Ivoire). Nous l’en remercions bien sincérement. 

9° Fécales : 100 souches ont été isolées de matiéres fécales humaines, 
18 de feces des espéces animales suivantes : cobayes, lapins, chiens, 
vaches, cheval, mouton, porc, rat blanc, souris blanche, rat palmiste, 
hamster. 


TECHNIQUE DU TEST « FECAL TELLURIQUE ». — La souche est ensemencée 
en bouillon V. F. glucosé 4 1 p. 1000, incubé a 37° pendant dix-huil 
heures. A 20 ml d’une solution de chlorure de sodium A 20 p. 100 
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réparlie en tubes de 20 x 20, puis stérilisée 4 l’autoclave, on ajoule 
1 ml de la culture. On abandonne cette suspension trente heures 
14°C. On homogénéise par agitation ; on dilue 4 10—+ dans l’eau 
distillée et on inocule 1 ml de la suspension ainsi obtenue dans 20 ml 
de V. IT. profond au sulfite et & Valun de fer. On incube dix-huit 
heures a 37° C. 


Rtsutrats. — Apres contact avec la solution de chlorure de sodium, 
les 30 souches de provenance tellurique sont revivifiables. Le repiquage 
en milieu V.F. sulfite noircit en moins de dix-huit heures ; les 
118 souches d’origine fécale ne survivent pas ; les milieux ensemencés 
ne présentent aucun développement microbien. 


ConcLusions. — Le test ainsi décrit se révéle fidéle dans les 148 cas 
envisagés. Il permet donc de discerner aisément les Clostridium per- 
fringens fécaux de ceux ayant une origine tellurique. 


SUMMARY 


A DIFFERENTIAL PROPERTY BETWEEN FECAL AND TELLURIC 
Clostridium perfringens. 


The test described has proved reliable in the 148 cases studied. 
lL allows to easily distinguish fecal from telluric Cl. perfringens. 


ACTION DES SELS MiINERAUX 
DANS LA DIFFERENCIATION 
DES SOUCHES TELLURIQUES ET FECALES 
DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS 


par H. BEERENS et F. DELCOURTE. 


Unstitul Pasteur de Lille) 


Dans la note précédente [4], nous avons décrit un test permettant 
de différencier les Clostridium perfringens fécaux des telluriques. 11 
est fondé sur l’étude de la survie des formes végétatives dans une 
solution de chlorure de sodium 4 20 p. 100. Nous nous sommes proposé 
d’étudier l’action de certains autres sels minéraux comparativement 
i celle du ClNa. 

Nous avons appliqué Ja technique décrite précédemment et préparé 
des solutions de différents sels (CIK, CINH,, CH,COONa, Cl,Mg, Cl,Ba, 
SO,Mg) a des concentrations molaires et dans des conditions iden- 
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tiques 4 celles anléricurement précisées pour le test au chlorure de 
sodium. Quatre souches ont ¢té retenues pour l’expérience : T18 ct 
126 dorigine tellurique, S5 et S26 de provenance fécale. 

Les résultats, exposés en deux tableaux, permettent les commen- 
taires suivants : 

1° La différenciation obtenue avec une solution 3,45 M (20 p. 100) 
de ClNa est encore possible A Ja concentration de 1,72 M (10 p. LOO). 
A. 0,86 M (5 p. 100) une souche fécale sur les deux essayées survit 
encore. La concentration ionique n’est plus suffisante. 

2° ClINa peut étre remplacé par Je chlorure de potassium, le chlorure 
d’ammonium, l’acétate de sodium (tableau I) aux concentrations corres- 
pondantes a la molarité de la solution A 20 p. 100 de CINa, soit 3,45 M. 
Le fait qu’une seule souche fécale sur deux survive A 0,86 M de ClNa, 
alors que les deux sont revivifiables aprés action du CIK a 0,86 M, 
semble indiquer que la nature du métal intervient ; le sodium est plus 
actif que le potassium. 


TABLEAu I. 
¢ ClNa fon C1NH4 CH3COONa 
( tooo anno nan 1 ----- = --- - --- ---- } ---- ---- -- - : --- +--+ 
23,45M:1,72M:0, 86M: DB 4M sie gel sO), Béli: 3,45M:1 72M: Be ae ie ae 
: : : : : : : : : : ) 
Ta Ces etae cet ot ht st aN eee ea Rctos i rac ht cit Paes at et 
: : : : : : : : : : ) 
( WO a cone a nice ae ate Me eee mee Rp Cuan eS) 
( - y ; ) 
$5 © 0 anes ance nO es) Ol ec shaw Ome: 0 0 
S 26 0 (0) 16} 0 0] + tye’ 0 10) 0) 


3° Le comportement du chlorure de magnésium (tableau II) pré- 
sente un certain intérét. Les solutions 3,45 M et 2,17 M se comportent 
comme celles de ClNa a concentrations identiques ; mais a 1,72 M la 
survie des deux types est parfailte. I] faut utiliser une solution plus 
concentrée de Cl,Mg pour obtenir le résultat fourni par CINa. Ainsi 
le Mg++ semble inopérant et toute lactivité du Cl,Mg revient aux 
deux atomes de Cl—. En effet, si chacun des deux ions Cl— et Mg++ 
intervenait, la solution agirait encore 4 1,72 M. En outre, pour CINa, 
CI— est certainement moins aclif que Na+ puisque, en supposant 
Mg++ du Cl,Mg inactif, les deux atomes de Cl—~ de la molécule ne 
parviennent pas & compenser Na+ du ClINa. Na a une action certaine ; 
Meg n’en posséde pas. 

L’ ion Ba++ est comparable 4 Mg++ puisque, 4 1,72 M, Cl,Ba n’est 
pas actif (tableau II). Il nous a été malheureusement impossible de 
mettre en évidence l’action de Cl— par suite de Vinsolubilité de BaCl, 
aux concentrations supéricures. 

4° Le sulfate de magnésium (tableau TI) 4 3,45 M est létal ; 4 1,72 M, 
il n’agit pas. Nous savions déja que Mg++ n’était pas favorable. Il 
apparait dés lors que seuls les ions monoyalents sont pourvus d’un 
pouvoir sélectif. 
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° L’acétate d’ammonium (tableau II), pourtant trés voisin de 1’acé- 
late de sodium, est inactif quelle que soit la concentration envisagée. 
Aucun des deux types, fécal ou tellurique, ne se trouve détruit. La 
seule hypothése susceptible d’expliquer la différence d’action des deux 
sels est la dissociation ionique. Le premier, seul, est fortement dis- 
socié ; c’est pourquoi, vraisemblablement, il est utilisable. 


TasLeau II. 


( Cl2tig ‘c12Bat 04mg} CH3COONHA 
£5, 45M22, 17831, 72M: 1 Tam: £5, 45M: 1 72H :545H21, 72H) 
Teas + ae Rsk 4 0) + + : + 
T 26 2 OF + + + One te + : + 
Sy) ) 0) + + O + + + 
S 26 ) 0) + 0) + 3: + + ) 


+ : survie des Clostridium; O : stérilisation de la culture; T : souche 
tellurique ; S : souche fécale. 


ConcLusions. — La condition indispensable pour réaliser Ja différen- 
ciation des Clostridium perfringens fécaux et telluriques par 1’épreuve 
de la résistance de leurs formes végétatives aux solutions salées est 
d’utiliser des sels minéraux 4 ions monovalents et fortement dissociés. 


SUMMARY 


ACTIVITY OF MINERAL SALTS FOR THE DIFFERENTIATION BETWEEN FECAL 
AND TELLURIG STRAINS OF Clostridium perfringens. 


The differentiation between fecal and telluric Cl. perfringens can 
be realized by means of the study of their resistance to saline solu- 


lions, under the condition that mineral salts containing monovalent, 
highly dissociated ions, should be used. 


BIBLIOGRAPHIE 
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DETERMINATION DU TYPE FERMENTAIRE 
DE QUELQUES SOUCHES D’ACTINOBACTERIUM 
PAR CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 


par B. DOBEK. 


Unstitul Pasteur, Service des Anaérobies) 


L’importance du type fermentaire pour la détermination des bac- 
téries anaérobies a été établie par A.-R. Prévot et ses collaborateurs 
depuis 1940 [4]. Leurs premiéres recherches ont été effectuées avec la 
méthode de Duclaux. On sait que cette méthode présente de nom- 
breuses indéterminations et qu’en raison de cette déficience, elle est 
peu a peu remplacée par la chromatographie sur papier suivant Guil- 
laume et Osteux [2]. C’est ainsi que Guillaume, Beerens et Osteux [3] 
ont pu établir, grace 4 18 souches, que le type fermentaire d’Actino- 
bacterium israeli est acéto-formique et que Strapatzaki [4] a pu établir 
grace 4 55 souches que le type fermentaire des Corynebacterium anaé- 
robies est propionique-acétique avec parfois un troisi¢me acide en faible 
proportion (valérianique). 

Nous avons étudié le type fermentaire de 8 souches d’Actinobacte- 
rium anaérobies et de 2 souches d’Actinomyces bovis par chromato- 
esraphie sur papier suivant Guillaume et Osteux et comparativement 
par la méthode de Duclaux, en vue d’ajouter de nouveaux caractéres 
déterminatifs 4 ces espéces encore si discutées. 


Tecunigur. — Chaque souche a été cultivée sur bouillon V. F. glucosé 
en fiole de Jaubert et Gory pendant dix & douze jours a 37°. Les 
acides volatils ont été entrainés & la vapeur suivant la technique cou- 
rante et le distillat a servi : 

1° A mesurer l’acidité volatile totale (exprimée en acide acétique) ; 

2° A une distillation fractionnée suivant Duclaux ; 

3° A une chromatographie sur papier suivant Guillaume et Osteux 
modifiée par J. Blass. 

Nous avons utilisé pour cetle recherche 8 anaérobies stricts : 
souches d’Actinobacterium israeli : 1641 A, 1665 et 1597. 
souches d’Actinobacterium abscessum : 1749 B et A. 10. 
souche d’Actlinobacterium cellulitis ; 1591 B. 
souche d’Actinobacterium liquefaciens : 1784. 
souche d’Actinobacterium meyeri : 1453. 

Et, pour comparaison, 2 anaérobies facultatifs : 
2 souches d’Aclinomyces bovis : 854 A et 1488. 

Les résultats sont consignés dans le tableau I. 

On voit par ces résultats que : 

1° L’acidité volatile totale est relativement faible ; 
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2° Les résultats de la méthode de Duclaux sont confirmés dans 
5 cas et modifiés dans 5 autres cas par la chromatographie sur papier ; 

3° Que l’acide principal et parfois unique est l’acide acétique et que, 
quand il existe un deuxiéme acide, c’est l’acide formique. 

ConcLusions, — Cette étude limitée & 10 souches montre que le type 
fermentaire des Actinobacterium anaérobies est nettement différent de 
celui des Corynebacterium anaérobies, le premier étant acéto-formique 
ou acétigue pur, le second étant propionique-acétique, parfois valéria- 
nique. Le type fermentaire des Aclinobacterium anaérobies se rap- 
proche au contraire de celui d’Aclinomyces bovis, acéto-formique. 

Si l’étude d’un plus grand nombre de souches confirmait ces résultats 
limités, il y aurait donc 4 Vintérieur du genre Actinobacterium deux 
groupes d’espéces : 

a) Espéces a type acéto-formique : A. israeli et A. liquefaciens. 

b) Espéces & type acétique pur: A. abscessum et A. cellulitis. 


SUMMARY 


DETERMINATION OF THE FERMENTATIVE TYPE OF SOME STRAINS 
or Actinobacterium BY PAPER CHROMATOGRAPHY. 


This study has been limited to ten strains. It shows that the 
fermentative type of anaerobic Actinobaclerium is quite different from 
that of anaerobic Corynebacterium, the first one being aceto-formic 
or purely acelic, the second one being propionic-acetic, sometimes 
valerianic. 

On the contrary, the fermentative type of the anaerobic Aclinobac- 
teritum is related to that of Actinomyces bovis, i. e. aceto-formic. 

Should the study of a greater number of strains confirm these 
findings, the Aclinobacterium genus would then contain two groups 
of species : 

a) Species possessing an aceto-formic type: A. israeli and A. lique- 
faciens. 

b) Species possessing a pure acetic type: A. abscessum and A, Cel- 
lulitis. 
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DEUX NOUVEAUX SEROTYPES DE SALMONELLA : 
S. GAMABA (44: gms) ET S. BACONGO (6,7: z36 : z42) 


par L. LE MINOR, P. RAVISSE et D. DREAN. 


(Instituts Pasteur de Paris et de Brazzaville) 


Ces'deux souches ont été isolées par coprocullure au cours d’examens 
systématiques chez des serpents a Brazzaville (A. E. F.). La premiére 
provient d’un Crotaphopeltis hotambeia hotambeia et la seconde d’un 
Philothamnus semi-variegatus. Toutes deux possédent une lysine-décar- 
boxylase, ne cultivent pas sur milieu au CNK, n’ont ni uréase ni 
iryptophane-désaminase. Elles ne produisent pas d’indole, donnent sur 
milieu de Clark et Lubs une réaction au rouge de méthyle positive 
elt une réaction de Voges-Proskauer négative. Le dégagement de H,S 
est abondant. Elles cultivent sur milieu de Simmons au citrate de Na. 
Elles font fermenter en un jour: xylose, arabinose, rhamnose, glu- 
cose (+ gaz), mannitol, sorbose, sorbitol, dulcitol, maltose, tréhalose. 
L’adonitol, le lactose, le saccharose ne sont pas fermentés. Contraire- 
ment 4 S. bacongo, S. gamaba fait fermenter la salicine et le D-tar- 
trate de sodium. La gélatine n’est pas protéolysée par S. gamaba, 
tandis que S. bacongo liquéfie la gélatine ordinaire en trente jours 
el la gélatine au charbon en quatre jours (méthode de Kohn modifiée 
par Lautrop). 

S. gamaba est agglutinée par les sérums anti-O :44 et anti-g, m 
et s saturés. La saturation du sérum anti-O : 44 préparé avec S. mil- 
waukee fait baisser le titre de 1/6 400 & 1/200, celle du sérum anti-gms 
préparé avec S. montevideo de 1/25 600 a 1/400. 

S. bacongo est agglutinée par les sérums anti-O : 6,7, 6,8 et 7 saturés 
et le sérum anti-H : 236. Aprés culture sur gélose molle additionnée 
de sérum 236, on trouve une agglutination dans les sérums anti-z39 
et 242. 

La saturation du sérum anti-O :6,7 préparé avec S. thompson fait 
baisser le titre de 1/1600 & 1/200, celle du sérum 286 préparé avec 
S. weslaco de 1/25 600 4 1/1600. Bien qu’agelutinée au titre homo- 
logue par le sérum anti-z39 préparé avec S. springs, la saturation par 
S, bacongo ne le fait pas baisser. Au contraire, la saturation du sérum 
anti-z42 préparé avec S. bloemfontein fait baisser le titre de 1/25 600 
& 1/3200. S. bloemfontein est un nouveau sérotype de Salmonella 
décrit par le D* J. Taylor, de formule 6,7 : b : z42 dont la phase 2 a 
des rapports avec l’antigéne z39. Cette observation est confirmée avec 
S. bacongo. 


Nous remercions le D® Kauffmann d’avoir bien voulu confirmer ces 
diagnostics et de nous avoir aidés 4 préciser la phase 2 de lantigéne 
flagellaire de S. bacongo. 
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Résumé. — Description de deux nouveaux sérotypes de Salmonella 
isolés de serpents 4 Brazzaville. 


SUMMARY 


Two new Salmonella serorypes : S. gamaba anv S. bacongo. 


Description of two new Salmonella serotypes ‘elated from snakes in 
Brazzaville. 


UN NOUVEAU SEROTYPE DE SALMONELLA: 
S. IRENEA (17: k: I, 5) 


par L. LE MINOR, A.-L. COURTIEU, Ch. CHARIE-MARSAINES 
et S. CHASSIGNOL. 


Unstituts Pasteur de Paris et de Lyon) 


Cette souche a été isolée & Lyon par coproculture chez un enfant 
d'un an, hospitalisé pour déshydratation accompagnée de diarrhée et 
vomissements. La température, qui oscillait entre 87° et 40° depuis 
dix jours, malgré un traitement par la néomycine et la spiramycine, 
redevint normale en deux jours aprés l’administration de chloram- 
phénicol. Le jour du début du traitement par cet antibiotique, la 
température atteignait 40° et des taches rosées apparaissaient accom- 
pagnées de splénomégalie. Le séro-diagnostic était positif a 1/6 400 
vis-a-vis d’une suspension formolée de la souche du malade. Cette 
souche possede une lysine-décarboxylase, n’a ni uréase, ni tryptophane- 
désaminase, ne cultive pas sur milieu au CNK. Elle acidifie en un jour 
les milieux additionnés des oses ou alcoels suivants : xylose, arabinose, 
thamnose, glucose (+ gaz), mannitol, sorbose, sorbitol, dulcitol, mal- 
tose, tréhalose. L’adonitol, le lactose, le saccharose, ]’inosito] et la sali- 
cine ne sont pas fermentés. Le milieu de Stern au glycérol vire au 
violet en deux jours. Cette souche ne produit pas d’indole, donne en 
milieu de Clark et Lubs une réaction au rouge de méthyle positive 
ef une réaction de Voges-Proskauer négative, réduit les nitrates en 
nitrites, ne liquéfie pas la gélatine, cultive sur milieu de Simmons 
au citrate de Na. La production de H,S est abondante. 

La culture est agglutinée par les sérums anti-O :17 et anti-k. Aprés 
culture sur gélose molle additionnée de ce dernier s¢érum, elle est 
agglutinée par les sérums anti-1,5 et 5 saturés. 

La saturation du sérum anti-O :17 préparé avec S. kirkee fait baisser 
le titre homologue de 1/3 200 a 1/200, celle du sérum anti-1,5 préparé 
avec S. cholerae suis var. kunzendorf de 1/25 600 4 1/400. Au contraire, 
la saturation du sérum anti-k préparé avec S. thompson est totale. 

La formule est donc 17 :k :1,5. 
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Nous remercions le D® Kauffmann d’avoir bien voulu confirmer ce 
diagnostic. 


Résumé. — Description d’un sérotype nouveau de Salmonella, isolé 
par coproculture chez un enfant atteint de diarrhée fébrile. 


SUMMARY 


A new Salmonella serorypE : S. irenea. 


Description of a new Salmonella serotype isolated from the stools 
of an infant suffering from febrile diarrhoea. 


LA PROPERDINE AU COURS 


DES RHUMATISMES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES 


ETUDE COMPARATIVE PAR INHIBITION DE L’HEMOLYSE 
ET NEUTRALISATION DU BACTERIOPHAGE T2 r + 


par A. EYQUEM, J.-C. FRANCQ, N. GUYOT-JEANNIN 
et F. JACQUELINE. 


(Institut Pasteur et Centre de Recherches d’Aiz-les-Bains, 
Fondation Cittadini) 


Le role de Ja properdine et de ses co-facteurs dans la résistance 
A certaines infections a été évoqué par Pillemer et ses collabora- 
teurs [43, 18 et 5, 7, 8, 16]. Son étude en clinique a été l’objet des 
recherches de nombreux investigateurs [4, 2, 3, 4, 6, 10, 12, 44, 415], 
qui ont essentiellement utilisé la technique originale de Pillemer ou 
une modification, basée sur l’inhibition de l’activité hémolytique du 
C’3 en présence de zymosan. En pathologie humaine la diminution 
du titre sérique de la properdine a été signalée notamment au cours 
de Vhémoglobinurie paroxystique nocturne, la polyarthrite chronique 
évolutive [2, 40], les cancers 4 la période terminale [2], le diabéte 
avec complications infectieuses [2], les leucoses aigués [2, 4], aprés 
splénectomie [6], en cas de choc expérimental, ou d’irradiation totale, 
ou de nécrose tissulaire [4]. L’augmentation de son titre n’a été 
signalée que lors d’une épidémie de méningite [44]. 

Au cours d’une étude antérieure [2] l’un de nous a constaté, a 
lexamen répété du sérum de malades atteints de polyarthrite chro- 
nique évolutive, suivis par le D* Calkins, dans le service du D® Bauer 
(au Mass. General Hospital de Boston), que les individus atteints de 
forme grave ont un faible taux de properdine, coincidant, en regle 
eénérale, avec un titre élevé d’activateur de Waaler-Rose. Ce facteur 
activateur, qui est susceptible de se fixer sur les globules rouges 
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Sensibilisés, n’interfére cependant pas avec le tilrage, car l’ultracentri- 
fugation du sérum pendant six heures 4 70000 g a montré que la 
properdine pouvait étre décelée dans la partie inférieure du tube, 
alors que le titre du facteur activateur atteignait plus de 1/10 000 dans 
fa méme fraction. Ce facteur activateur n'est d’ailleurs pas absorbé par 
le zymosan aprés soixante minutes A 37° [2, 10]. 

Des résultats analogues ont été obtenus, par la. méme méthode, 
par Laurell et Grubb [40]. Huit des 24 malades atteints de P. C. E. 
présentaient un faible titre de properdine et 5 un phénoméne de 
zone. Ces résultats me sont pas explicables par une teneur anormale 
en complément, ni, comme nous l’avons vu, par l’interaction de poly- 
saccharides existant dans le sérum, car l’ultracentrifugation pendant 
deux heures 4 35 000 g ne modifie pas le titre obtenu [2 et 40]. 

D’apres les études antérieures, on pouvait considérer que la proper- 
dine ¢tait mesurable par un pouvoir bactéricide et virulicide, et notam- 
ment par inhibition du bactériophage T2r+. Les valeurs obtenues 
par van Vunakis et collaborateurs 4 laide de cette méthode ont été 
considérées comme proportionnelles 4 celle fournie par Jl inhibition 
dhémolyse [47]. 

Cette technique (voir [49]) s’imposait donc pour l’examen des 
sérums présentant un phénoméne de zone. 

L’examen a porté sur 185 malades atteints de rhumatismes inflam- 
matoires chroniques (polyarthrite chronique évolutive et spondylarthrite 
ankyJosante surtout). 

Lorsque les prélevements de sérums stériles n’ont pu étre examinés 
immédiatement, ils ont été conservés 4 — 20° ou — 40°. 

La technique sérologique a élé conduite en prenant les précautions 
indiquées antérieurement. Les réaclifs RP et R38 et zymosan _ utilisés 
avaient été vérifiés auparavant ; la répartition en a été effectuée, pour 
les petits volumes, a ]’aide de pipettes de Duclaux ; les mémes réactifs 
ont été utilisés au cours de cette étude. 

Le taux de properdine a été déterminé par inhibition de l’hémolyse 
i Vaide de la technique originale ou de la technique simplifiée, sur les 
prélévements de ces 185 malades. 

Les résultats obtenus ont montré que 62 malades ne présentaient 
pas de properdine décelable, dont certains, par suite de lexistence 
@une ébauche du phénoméne de zone. 


85 avaient entre 1 et 2 unités ; 

43 avaient 3, 4 ou 5; 

42 avaient 6, 7 ou 8, 
et 3 avaient 12 unités. 

Ainsi se trouvaient partiellement confirmés les résultats antérieurs. 

La recherche de la corrélation entre le titre de la properdine et le 
litre du facteur agglutinant décelable par les réactions de Waaler-Rose 
a montré que 80 des 100 malades, ayant un titre de properdine compris 
entre 2 et 12 unités, ont une réaction de Waaler-Rose négative. Par 
contre, parmi 64 malades atteints de P. C. E. avec réaction de Waaler- 
Rose positive, 41 n’ont pas de properdine décelable (fig. 1). 

Le pouvoir anti-phage du sérum a été déterminé de manitre satis- 
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faisante chez 122 de ces malades. La comparaison des titres obtenus 
avec ceux de la properdine a révélé une discordance manifeste pour 
une proportion élevée (40 sur 122 cas). Vingt malades présentant moins 
de 1 unité de properdine ont un titre anti-phage normal (8 a 50 unités) 
[tableau I]. 

Alors que 20 malades possédant un titre de properdine normal 
(4 4 12 unités) ont un faible titre anti-phage, un groupe de 32 malades 
posséde un faible titre de properdine coincidant avec un faible titre 
anti-phage. Lorsqu’on sépare les malades en deux groupes cliniques : 
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polyarthrite chronique évolulive (70 cas), d’une part, et spondylarthrite 
ankylosante (27 cas), d’autre part, on observe aussi une absence de 
corrélation entre |’ensemble des deux valeurs obtenues. 

Cette discordance pouvait étre attribuée A l’intervention du phéno- 
méne de zone au cours de la détermination par inhibition de l’hémo- 
lyse. 

Pour un certain nombre de sérums donnant un phénoméne de zone, 
la présence de properdine, non évidente, peut étre décelée par combi- 
naison avec C’3, endogéne, en présence de zymosan et de R3, selon 
une technique proposée antérieurement [2]. Dans les mémes cas, 1’addi- 
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tion du réactif RP dans un premier temps de réaction entre la proper- 
dine et le zimosan, d’aprés la technique proposée par Leon [44] et 
utilisée notamment par Kent [9], a permis de confirmer l’existence 
d’une quantité de properdine supérieure A 2 unités, dans les sérums 
examinés. 

L’étude du précipité des euglobulines obtenu par dialyse & pH 5,8 
a montré que la properdine s’y trouvait associée avec le facteur de 
Ja P.C. E. et que le titrage en était particulitrement aisé. Le phéno- 
meéne de zone disparait lorsqu’il était évident A l’examen du sérum 
total et dans les cas ott son intensité masquait la properdine, celle-ci 
est décelable & un tilre compris entre 2 et 8 unités. 


TaBLeau I, 


Ow 
=f) 


Ww 


@ 
o 
o 
JS 
i= 
Ao) 
e119 
Pe 
2 16 
Cagle |? 
o IS 2 
DG eae 
o 
= Fie 
E 210A 
= =) : 
58 (@ 
2-3 4-5 6-7 8-9) HO=)} 
Unités de Properdine 
122 56 16 23 6 17 4 


Nombre de cas 


Bien gue la détermination du taux de properdine n’ait pu étre 
effectuée sur le précipité des euglobulines, chez les 62 malades ne 
présentant pas de properdine décelable & Vexamen de leur sérum 
total, on peut estimer que la proportion des malades ne possédant 
véritablement pas de properdine est moins importante qu’il n’appa- 
raissait au premier abord, d’aprés la technique originale. 

De ce fait, des tentatives de traitement a l’aide de properdine purifiée 
devront s’appliquer 4 des malades dont on aura vérifié qu’ils sont 
dépourvus de properdine, A l’aide d’artifices permettant d’éviter le 
phénoméne de zone. 


En résumé, 1’étude du sérum de 185 malades atteints de rhuma- 
tismes inflammatoires chroniques (polyarthrite chronique évolutive et 
spondylarthrite) a montré qu’une forte proportion de P. C. E. (40 p. 100) 
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ne présente pas de properdine sérologiquement décelable par inhibition 
du C’3 hémolytique. Ce phénoméne ne se rencontre que chez 15 p. 100 
des cas de spondylarthrite ankylosante. 

Il n'y a pas de corrélation dans ces deux groupes entre les valeurs 
de properdine sérologique et du pouvoir de neutralisation du _bacté- 
riophage T2r+. 

Cette absence de corrélation n’est pas entitrement explicable par le 
fait que la properdine sérologique est masquée par un phénoméne de 
zone et qu'on peut la mettre en évidence notamment dans le préci- 
pité des euglobulines. 


SUMMARY 


PROPERDIN IN CHRONIC INFLAMMATORY RHEUMATISM. 
COMPARATIVE STUDY BY MEANS OF HEMOLYSIS INHIBITION AND NEUTRALIZATION 
or T2 r+ PHAGE. 


The study of the serum of 185 patients suffering from chronic inflam- 
matory rheumatism (rheumatoid arthritis and spondylitis) shows 
that a high percentage of rheumatoid arthritis cases (40 %) do not 
possess any properdin (serologically demonstrable by C’3 inhibition). 
15 % only of the patients suffering from spondylitis are deprived 
of properdin. 

There is no relationship in any of these two groups between the 
liter of serum properdin and that of T2r+ phage neutralization. 

The fact that properdin is masked by a zone phenomenon and can 
be demonstrated in the euglobulins precipitate does not entirely 
account for this lack of relationship. 
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RELATION ENTRE LE FACTEUR SERIQUE Gmo 
ET LA GRAVITE 
DE LA POLYARTHRITE CHRONIQUE EVOLUTIVE 


par A, EYQUEM, L. PODLIACHOUK et F. JACQUELINE 


(Laboratoire d’Ilématologie et des Groupes Sanguins. 

Institut Pasteur [Service R. Dusarric pe ta Riviere] 

et Centre de Recherches des Maladies Rhumatismales, 
Fondation Cittadini, Aix-les-Bains) 


Le facteur sérique Gmé se retrouve dans la fraction des giobulines y, 
et posséde un indice de sédimentation 7 §. Il a la propriété de se com- 
hiner avec le facteur activateur de la P.C. E. qui est une miacro- 
molécule, d’un poids M d’environ 10°. Celle-ci est probablement une 
BR, M riche en hydrates de carbone, différente du complément, de la 
properdine et de la conglutinine, et a la propriété de se combiner avec 
cerlains complexes anligéne-anticorps [41, 2, 4]. 

Etant donné que le facteur Gm peut ¢lre mis en évidence dans le 
sérum des malades atteints de P. C. E., on pouvait envisager la possi- 
hbilité d’une réaction in vivo entre le facteur Gma et le facteur acti- 
vateur avec lequel il se combine in vitro. 

Nous avons antérieurement montré que le facteur Gima n’élait pas 
responsable de la négativilé de Ja réaction d’agglutination des globules 
rouges sensibilisés chez certains malades atleints de P.C. E. [3]. 

Nous avons remarqué que sur un groupe de 271 P. C. E., le pourcen- 
lage de Gm (a+) était de 56,8 p. 100 (peu différent du pourcentage de 
57,3 dans la population parisienne). On pouvait néanmoins évoquer 
V’intervention de réaction de précipitation, in vivo, entre le facteur Gma 
et le facteur activateur, comme facteurs associés et peut-étre aggra- 
yants de la P. C. E. Or, on sait que Vintensité des phénoménes sérolo- 
giques est surtout notable chez les malades gravement atteints. T] tail 
donc intéressant de rechercher l’existence du facteur Gmé et le titre 
du facteur activateur, évalué par agglutination des globules rouges 
humains sensibilisés par un immun-sérum de lapin anli-homme. 
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Nous avons obtenu les résultats rapportés dans le tableau I, soit 
50,5 p. 100 lorsque le titre agglutinant est inférieur a 16, 

54 yp. 100 forsque le titre est compris entre 16 et 64, 

67  p. 100 lorsque le titre est supérieur a 64. 


TasLeau I. 


PIC: Eso rete? 


Titre 
agglutinant 


Il y a done une plus forte proportion de sujets Gm (a+) parmi les 
cas de P. G. E. a réaction d’agelutination fortement positive, qui repré- 
sente des maiades gravement atteints. Ceci était en faveur d’une rela- 
tion entre le facteur Gm et la gravilé de latteinte. 

Nous avons donc effectué la classification des malades selon la gravité 
de leur atleinte, en ne tenant pas compte des cas évoluant depuis moins 
de deux ans, car l’intensité des symptémes inflammatoires, au début, 
ne permet pas de préjuger de |’évolution ultérieure. 

Nous avons constalé que 

Au cours de la polyarthrite masculine, parmi 48 malades atteints de 
formes sévéres, 37 sont Gm (a+) soit 77 p. 100. 

Au cours de la polyarthrite féminine, parmi 97 malades atieintes de 
formes graves, 56 sont Gm (a+) soit 58 p. 100. L’ensemble des malades. 
hommes et femmes, qui est de 145 cas comprend 95 Gm (a+) soil 
65 p. 100. Ce pourcentage est 4 opposer 4 celui rencontré au cours des 
formes bénignes, et qui est de 40 p. 100 de sujets Gm (a+). 

Ces premiéres constatations n’ont qu'une valeur jindicatrice ; elles 
devront ¢tre contrdlées par l’examen d’une série plus importante. 

Le facteur de la P.C.E. peut étre aussi révélé par l’aptitude a se 
combiner 4 certains échantillons de globuline y, notamment dans la 
réaction d’hémagglutination passive. Bien qu’il n’y ait pas une concor- 
dance absolue entre les résultats obtenus par la réaction de Boyden et 
ceux de la réaction de Heller-Svartz, nous avons retrouvé une corré- 
lation entre le facteur Gma, les résultats sérologiques et la gravité de 
Vaffection. Dans les cas bénins, parmi les malades Gm (a+), 20 p. 100 
seulement ont une réaction de Boyden positive, tandis que celle-ci 
s’observe chez 40 p. 100 des sujets Gm (a—). Dans les cas graves, la 
proportion de réactions positives est de 75 p. 100 chez ies sujets 
Gm (a+) et 56 p. 100 chez les sujets Gm (a—). 

La répartition du facteur Gma, suivant l’Age auquel a débuté la 
maladie et la gravité de l’atteinte, est rapportée dans le tableau IT. 

Il n'y a pas de relation évidente entre V’dge auquel a débuté Vaffec- 
tion el Ja répartition du facteur Gma. 

Puisque c’est le systéme Rh qui est utilisé dans la détermination du 
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facteur Gm®, on pouvait envisager une intervention de ce facteur dans 
la production, av cours de la P. GC. E., du facteur agglutinant les glo- 
bules rouges Rh+ sensibilisés. On doit, en effet, admettre que ce facteur 
agglutinant est différent de celui qui est révélable par les réactions 
de Heller-Svartz ou de Waaler-Rose. En effet, le premier ne peut ¢tre 
mis en évidence que chez une faible proportion de malades, il peut 
étre inhibé par une faible quantité de globuline y, alors que le second 
ne lest que par des quantités 10 fois plus fortes (Grubb). De plus, 1a 
réaction de Waaler-Rose peut ¢tre réalisée avec du sérum chaufté pen- 
dant dix minutes, & 63°, bien que le titre soit légérement diminué, 
alors que pour la majorilé des cas le méme sérum chauffé se révdle 
incapable d’agglutiner les globules rouges Rh+_ sensibilisés. 


Tasiesau II. 


Bénins Graves 
Gm (a+)}] Gm (a-) 


31 
2s 


22) 
20 
10 


La comparaison des résultats obltenus a laide de différents sérums 
anti-Rh est aléatoire puisqu’ils n’ont pas tous le méme pouvoir sensi- 
bilisant. Signalons que, dans le groupe des malades examinés A l’aide 
des différents types de réaction d’agglutination et présentant un 
résultat positif, nous avons observé que, sur 50 Gm (a—), 21 (soit 
42 p. 100) ont un facteur agglutinant décelable par le systeme Rh, alors 
que sur 79 Gm (a+), 24 (soit 30 p. 100) ont ce méme facteur. Cette 
derniére proportion plus faible peut étre indicatrice de influence du 
Gmé sur le facteur agglutinant Jes globules Rh sensibilisés. Ce résultat 
permettrait de douter de la valeur diagnostique du systéme Rh pour 
mettre en évidence le facteur activateur au cours de la P. C. E. 

Comment expliquer la relation entre le facteur Gma et la gravité de 
la P. C. E.? Elle ne semble pas attribuable 4 une erreur dans la déter- 
mination du facteur Gma, car la présence d’une agglutinine active sur 
tes globules rouges Rh+_ sensibilisés devrait, au contraire, augmenter 
le. pourcentage des sujets Gm (a—), ou rendre impossible la détermi- 
nation du caractére Gma, 

On peut donc envisager que la gravilé de l’affection serait influencée 
par la présence du facteur Gma@ ou que la production de celui-ci est 
quantitativement plus importante dans les formes graves de P. C.K. 
notamment chez l’homme. Ceci nous améne A considérer certains indi- 
vidus, en réalité Gm (a—) comme des Gm (a+), par suite de l’aug- 
mentation de la concentration de leur sérum en ce facteur. I] est, pour 
ivinstant, impossible d’écarter cette hypothése, seul l’examen familial 
permettra dans ces cas douteux d’affirmer l’exactitude de la détermi- 
nation du facteur Gm. Cette modification de la concentration pourrait 
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aussi dépendre de Uhypergammaglobulinémie, mais on sait que celle-ct 
ne survient que dans une proportion limitée de cas de P. C. E. Elle 
pourrait ¢lre aussi rapprochée de augmentation du taux d’haptoglo- 
bine signalée dans ja P. C. E. par Allison et Blumberg (1958). Seule 
une étude d’un plus grand nombre de cas de P. G. BE. permettra de 
préciser le rdle du facteur Gma, 


Résumé. — L’examen en fonction des signes cliniques, de 271 malades 
atteints de polyarthrite chronique évolutive, a montré que le pourcen- 
tage des sujets Gm (a+) est de 65 p. 100 parmi ceux qui sont atteints 
de formes graves, alors qu’il est de 40 p. 100 parmi ceux atteints de 
formes bénignes. Le facteur sérique Gm peut ¢tre soupconné ce jouer 
un role en pathologie. 


SUMMARY 


RELATIONSIIIP BETWEEN THE SERUM FACTOR Gma@ AND THE SEVERITY 
OF RHEUMATOID ARTHRITIS. 


Study of 271 patients suffering from rheumatoid arthritis. The 
proportion ‘of Gm (a+) individuals is 65 p. 100 among patients presen- 
ting a severe form of the disease, and 40 p. 100 among those presenting 
benign forms. The serum factor Gma might play a part in the patho- 
logy of the disease. 
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ROLE DES STREPTOCOQUES 
DANS LA PANHEMAGGLUTINATION 
ET LA POLYAGGLUTINABILITE 


par l.-M. JOCHEM. 


(Institut Pasteur [Service R. Dusarric pe 1a Riviere], 
Laboratoire d’Hématologie et des Groupes Sanguins [D* A. Eyqurm]) 


La panhémagglutination ou phénoméne de Thomsem-Friedenreich 
est condilionnée par une modification in vitro des globules rouges 
sous l’influence d’un enzyme bactérien (R.D. E.) qui possede la pro- 
yriété de démasquer un antigine T, normalement inapparent ; les glo- 
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bules rouges ainsi modifiés sont agglutinables par une agelutinine 
anti-T qui peut se comporter comme une auto-agglutinine et réagir 
avec les globules rouges transformés du meme individu. Le phénoméne 
peut apparaitre in vivo chez certains malades ; on lui a donné le nom 
de polyagglutinabilité. 

In 1948, Chu a présenté une étude sur l’action enzymatique des 
virus et produits bactériens sur les globules rouges humains. Parmi 
les 60 souches baclériennes examinées par cet auteur Streptococcus 
viridans et les streptocoques du groupe D étaient capables de produire 
une agglutination T (phénoméne de Thomsen). Reepmaker a observé, 
en 1952, un cas de polyagglutinabilité chez un malade atteint de pyélo- 
cystite. Un streptocoque était responsable de cette transformation 
érythrocytaire in vivo. 

On pouvait supposer que, dans certains cas, les deux phénoméenes 
soient difficiles 4 différencier de Uhémagglutinalion passive in vivo ou 
in vitro, C’est pourquoi nous avons étudié, de ce point de vue, le com- 
portement de certaines espéces baclériennes responsables de la panhé- 
magelutination. 

Au cours «’un travail sur le phénoméne de Hitbener-Thomsen- 
Friedenreich, nous avons examiné le réle d’un certain nombre de 
streplocoques du groupe A, C, D et G de Lancefield, Streptococcus 
pyogenes et viridans et également cette souche de Reepmaker rendue 
responsable d’une panagglutination. 

Du fait que Je dit phénoméne est dt 4 une transformation enzyma- 
lique de la surface globulaire, nous avons d’abord examiné les condi- 
tions de « transformation » érythrocytaire par Jes streptocoques. 

La substance transformatrice se trouve non seulement dans le liquide 
de culture débarrassé du corps microbien par centrifugation ou filtra- 
lion, mais également dans les préparations de la streptolysine O. Elle 
est produile par toutes les souches examinées, mais seulement en petite 
quantilé par tes trois souches de Slreptococcus faecalis. 

Les globules rouges de Il’homme et d’animaux sont transformables 
(cheval, boouf, mouton, lapin, cobaye). 

Nous n’avons pas pu produire de panagglutination en utilisant 
streplolysine O réactivée 4’ une dose non hémolytique. La_ streptoly- 
sine O oxydée se fixe sur les globules rouges, mais elle n’est pas respon- 
sable de la panagglutination. Le titre d’antistreptolysine O d’un sérum 
n’est pas en relation avec celui de la panagglutination. 

Le facteur sérique agelutinant les érythrocytes traités par la strepto- 
lysine O non réactivée ou par un filtrat de culture de streptocoques se 
trouve dans tous les sérums de l’horame et d’animaux (cheval, boeuf, 
mouton, lapin, cobaye). Le titre agglutinant est Iégérement plus élevé 
a 4° G qu’a la température du laboratoire. Il n’est pas augmenté au 
cours d ‘infections streptococciques, contrairement a celui de lanti- 
streptolysine O (rhumatisme arliculaire aigu). Il n’est pas en relation 
avec celui de la réaction de Waaler-Rose cu de Heller-Svartz, spécifique 
de la polyarthrite chronique évolutive. 

La « transformation » érythrocytaire est différente de celle que nous 
renconirons dans le phénoméne de Htibener-Thomsen-Friedenreich. La 
substance transformatrice n’est pas un enzyme. Elle est thermostable 
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(chauffage X% 100° G pendant six heures et plus). Elle perd le pouvoir 
de s’adsorber sur les globules rouges aprés un séjour de plus de trois 
mois environ au réfrigéraleur ou congélateur el ne peut étre réactivée. 

Des érythrocytes ayant fixé cette substance peuvent ultérieurement 
clre transformés par un enzyme « R.D. E. » (Vibrio cholerae, pneu- 
mocoques, Clostridium welchii, corynébactéries de lair, virus de la 
crippe et de la maladie de Newcastle, etc.) révélateur de l’anti- 
gene « T », de plus ils restent agglutinables par les virus du groupe 
N. D. V.-grippe. 

Un sérum absorbé 4 laide de globules rouges « T» agglutine des 
érythrocytes transformés par des streplocoques au méme titre qu’avant 
Vabsorption. Mais un sérum mis en contact avec des filtrats de culture 
de streptocoques n’agglutine plus les globules rouges traités par ces 
filtrats. 

Nons avons isolé un streptocogue du sang d’un malade atteint d'une 
seplicémie. Le sérum de ce malade, séparé du culot globulaire 4 + 4° C 
et décomplémenté au bain-marie A 56° pendant trente minutes, 
nagglutinait pas les globules rouges traités par le filtrat de culture 
de streplocoques, mais les titres agglutinants étaient normaux avec 
les suspensions d’érythrocytes traités par des filtrats de culture de 
pneumocoques et corynébactéries par exemple. 

Nous avons mis le sérum de ce malade avec des globules 
rouges O Rh + pendant une heure & 37°. Ces globules rouges lavés 
deux fois dans de l’eau physiologique et mis en suspension sont agglu- 
tinés par des sérums témoins a +4° (titre 1/16) et & +20° (titre 1/8), 
mais pas & 37° C. Cette agglutination est spécifique des streptocoques ; 
les sérums absorbés & V’aide de globules rouges traités par des {filtrais 
de culture de différents streptocoques n’agglutinent plus les érytho- 
cytes trailés par le sérum de ce malade. Nous n’avons pas pu examiner 
les globules rouges du malade avant le traitement anti-infectieux pour 
\érifier Vabsorption de la substance streptococcique in vivo, la poly- 
agelulinabililé. 

Nos expériences avec la souche « Reepmaker », par contre, prouvent 
que les streplocoques peuvent ¢lre la cause d’une polyagglutinabilité 
des globules rouges, sans que ces derniers soient transformés par un 
enzyme, comme dans les autres cas de polyagglutinabilité décrite jus- 
qua maintenant dont l’agent infectieux a été isolé (pneumocoques). 

Les globules rouges rendus panagglutinables par les filtrats de 
culture des  streptocoques de la collection de Il’Institut Pasteur 
réagissent avec le méme facteur sérique, comme nous l’avons montré 
par absorption et inhibition croisée de Vabsorption ct de laggluti- 
nation. Une souche d’une autre provenance fait exception : c’est la 
souche de Keepmaker, isolée de l’urine d’un malade présentant une 
polyagglutinabilité de ses globules rouges. 

Elle est Gram-positive, donne une hémolyse sur gélose-sang, ne 
pousse pas sur gélose additionnée de 40 p. 100 de bile, ne fait pas 
fermenter larginine, Vhippurate de sodium, le mannitol, l’esculine, 
Vinuline, le raffinose, le glycérol, le glycogéne, l’arabinose, mais 
attaque le lactose, le sucrose, le tréhalose et le glucose. Elle n’est pas 
thermo-résistante 2 60°, coagule le lait tournesolé (acidifié), pousse 
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dans le milieu hypersalé, mais pas dans le milieu hypersaccharosé, 
ni a 45° ou a pH 9,6. Elle n’apartient pas au groupe G ni aux autres 
groupes de streptocoques du systtme Lancefield (1). Elle forme en 
milieu liquide de tres longues chainettes. Du point de vue morpho- 
logique, le streptocoque « Reepmaker » ressemble aux streptocoques 
isolés par Gardborg et Borgen de l’urine de ‘homme. 

De nos expériences, il résulte que la polyagglutinabilité des elobules 
rouges est, comme la panagglutination in vitro, due : 

1° Soit 4 une transformation érythrocytaire par un enzyme R. D. E. 
élaboré par certaines especes bactériennese, comme le pneumocoque et 
des corynébactéries d’infection gynécologiques par exemple (phénoméne 
de Huebener-Thomsen-Friedenreich). ; 

2° Soit & une adsorption & la surface cellulaire d’une substance 
thermostable qui ne provoque pas de destruction du récepteur pour 
les virus comme le fait l’enzyme R.D. E. (panhémagglutination pas- 
sive). 

Nous avons observé ce dernier mécanisme in vitro (et dans certains 
cas aussi in vivo) avec les espéces bactériennes suivantes : strepto- 
coques, B. anthracis, bactérie corynéforme « C39 » de Caselitz et 
Martens, staphylocoques, pneumocoques. 

I] est facile in vitro de doser la transformation érythrocytaire par 
Venzyme R.D.E. et par adsorption d’un produit bactérien thermo- 
stable 4 un degré voulu, et ceci permet d’expliquer, d’une part pour- 
quoi les globules rouges polyagglutinables ne sont agglutinés que par 
un certain nombre de sérums étant donné que la transformation est 
rarement complete in vivo, et d’autre part le caractére transitoire de 
ja polyagglutinabilité. Le degré de transformation des cellules poly- 
agglulinables est fonction de l’intensité de l’infection (2). 


Résumé. — La panhémagglutination érythrocytaire peut étre réalisée 
sous l’action d’un enzyme bactérien comme le R. D. E., sécrété notam- 
ment par le pneumocoque et certaines corynébactéries. Elle peut l’étre 
aussi par adsorption & la surface cellulaire d’une substance thermo- 
stable qui ne provoque pas Ja destruction du récepteur des virus et 
réalise ainsi une panhémagelutination passive ; c’est nolamment le 
cas des streptoocques. 


SUMMARY 


ROLE OF STREPTOCOCCI IN PANHEMAGGLUTINATION AND POLYAGGLUTINABILITY. 


Panhemagglutination can be realized by means of a_ bacterial 
enzyme, such as R. D. E., secreted by pneumococci and certain coryne- 
bacteria. It can also be realized by adsorption of a thermostable sub- 
stance onto the surface of erythrocytes ; this substance, which does 
not destroy the R. D. E., realizes a passive panhemagglutination ; this 
is the case of panhemagglutination induced by streptococci. 


(1) Nous sommes redevable i M. Wahl de l’étude de certains des carac- 
teres de cette souche. 

(2) Ce travail fait Pobjet d’une thése de Doctorat és sciences naturelles 
qui sera soutenue devant la Faculté des Sciences de l'Université de Paris 
« La panagglutination érythrocytaire in vitro et in vico ». 
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ROLE DE BACILLUS ANTHRACIS 
DANS LA PANHEMAGGLUTINATION 


par E.-M. JOCHEM. 


(nstilul Pasteur [Service R. Dusarric pe La Rivibre], 
Laboratoire d’Hématologie et des Groupes Sanguins [D® A. EyQuem])_ 


Au cours de Vinfection charbonneuse, et notamment a la phase ter- 
minale, on a signalé l’apparition d’une augmentation de la tragilité 
érythrocytaire avec parfois une légére hémolyse et une agglutination 
des globules rouges. On pouvait s’interroger sur le mécanisme de cette 
agglutination et évoquer la possibilité dune panhémagglutination. 

En étudiant comparativement 24 souches de B. anthracis, une 
souche de « pseudo-charbon » et B. cereus, nous avons pu mettre en 
évidence in vilro ce phénoméne de panhémagglutination. Le facteur 
responsable de la transformation érythrocytaire se retrouve en concen- 
tration maxima dans le filtrat de culture aprés cing jours et disparait 
lentement & partir du onziéme jour. 

Il n’existe pas de relation entre ce facteur et la lécithinase thermo- 
stable de B. anthracis. Il est présent aussi dans des filtrats qui ne 
donnent pas la réaction du jaune d’ceuf et celle de Nagler et qui ne 
lysent pas les globules rouges sensibles a la lécithinase. 

Le facteur transformateur est indépendant de la protéinase gélati- 
nase), car la souche non protéolytique de B. anthracis, mutante obtenue 
par action des rayons U. V. sur la souche Vollum par Wright, Hedberg 
el Feinberg ne posséde aucune activilé protéolytique, mais par contre 
elle transforme aussi les globules rouges. 

La substance transformatrice est thermostable pendant vingt minutes 
\ 56°, 80° et 100° CG, ce qui permet de la distinguer de la toxine 
«lermonécrotique d’Evans et Shoesmith qui est détruite aprés chauffage 
pendant quinze minutes a 80°. 

Elle est différente de Vantigone capsulaire isolé par Tomcsik et 
Szongott, car la souche y 7, qui est acapsulée, présente aussi une acti- 
vité transformatrice. Elle est différente de l’antigéne polysaccharidique 
({vanovics) cui ne se fixe pas sur les globules rouges : le sérum préala- 
blement mis en contact avec ce polyoside agluline les globules rouges 
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traités par le filtrat de culture au méme titre que le sérum non 
absorhbé. 

Ce facteur ne semble pas ¢tre antigénique ; le sérum de mulet anti- 
charbonneux précipitant et le sérum anti-charbonneux de cheval, dit 
« sérum thérapeutique », de l'Institut Pasteur ne possedent pas de 
pouvoir agglutinant décelable vis-’-vis des globules rouges traités par 
le fillrat de culture. Is sont, par contre, agglutinants pour les glo- 
bules rouges traités par d’autres bactéries panhémagglutinantes. La 
modification antigénique obtenue sur les globules rouges est donc 
différente. 

Il n’y a pas de relation entre la sécrétion de cette substance trans- 
formatrice et le pouvoir pathogéne des souches de B. anthracis, car les 
24 souches examinées, pathogenes et apalthogenes, capsulées et acapsu- 
lées, protéolyliques et non protéolytiques, rendent les globules rouges 
panagglulinables (souches M, N.P.—A, 2° et 1° Vaccin charbonneux, 
Veau pestique Iran, Institut Strasbourg, Pustule maligne, HI, Charbon 
Bouju, 7320, 804, 502, Veau Hess Iran, Espagne, Redon, Goret, V, Darcy, 
Cobaye I, H2, Vertoux, 700, P.M. Havre, y 7). 

Toutes ces souches possedent la propriété de rendre des globules 
rouges agglutinables 4 un litre compris entre 1/24 et 1/52 par le 
sérum humain normal, apres contact avec un filtrat d’une culture 
de cing jours. 

La substance active dans le filtrat est précipitée par le sulfate d’am- 
monium, elle n’est pas dialysable et perd son pouvoir de s’adsorber 
sur les globules rouges aprés un séjour prolongé au réfrigérateur et 
au congélateur. 

L’adsorption sur les érythrocytes peut ¢étre inhibée par le sérum 
normal. L'agglutination des globules rouges n’a plus lieu quand !e 
sérum a él6é mis en contact directement avec Ja substance transfor- 
matrice. Dans ce cas d’hémagglutination passive, les « anticorps » 
existent dans le sérum de tous les individus normaux et méme dans 
le sérum de certains nourrissons. Ils sont différents des agglutinines 
anti-T (phénoméne de Huebener-Thomsen-Friedenreich) ; de plus }a 
substance transformatrice des globules rouges ajoutée & un sérum 
n’influence pas son titre d’agglutinines anti-T. Elle n’est done pas 
identifiable % la substance inhibitrice existant dans le sérum de lapins 
mnfectés par des spores charbonneuses, substance décrite par Wright 
el Slein qui diminue le titre des agglutinines anti-T. Elle n’influence 
pas l’aggtutinabilité des érythrocytes par des virus du groupe oreillon- 
maladie de Newcastle-grippe. 

L’ « agglutinine » ou |’ « anticorps naturel » réagissant avec la 
ecubstance transformatrice des souches de B. anthracis est le méme que 
celui qui réagit avec la substance sécrétée par les différentes souches 
de streptocoques, seuf celle produite par le streplocoques « Reep- 
maker », comme nous l’avons prouyé par des réactions d’absorptions 
et d’inhibitions croisées. Néanmoins, les anticorps sont spécifiques des 
différents antigénes bactériens : un sérum absorbé par des globules 
rouges traités par le filtrat de culture de streptocoques (ou de 
RP. anthracis) agglutine les érythrocytes ayant adsorbé a leur surface !a 
substance sensibilisante de la souche corynéforme « C39 » de Caselitz 
ou de la souche « Reepmaker » au méme titre qu’avant Vabsorption. 
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Les substances transformatrices sont probablement des polyosides, 
car elles sont thermostables apres six heures 4 100° C et ne se fixent pas 
sur les globules rouges préalablement traités par l’acide tannique. Le 
fractionnement du filtrat de culture par le sulfate d’ammenium a 
montré que le facteur transformateur de ces souches se trouve dans 
les fractions 0-7 5 p. 100, mais surtout dans la fraction 75-100 p. 100, 
ce qui n’exclut pas qu’il soit associé aux glycoproléides. 

Il est évident que l’adsorption de produit bactériens sur des cellules 
sanguines et lissulaires peut étre la cause de certains syndromes hémo- 
lytiques et de lésions tissulaires (1). 

Nous remercions Me A. Staub d’avoir mis a notre disposition la 
souche de B. anthracis N.P.—A de Wright, Hedberg et Feinberg et un 
échantillon de Vantigéne polysaccharidique. 


Résumé. — La panhémagglutination érythrocytaire peut étre réalisée 
par adsorption d’une substance thermostable & 100° existant dans fe 
fillrat de cullure de B. anthracis. Ce facteur peut réagir, suivant le 
mécanisme de lhémagglulination passive, avec une agglutinine natu- 
relle existant dans le sérum humain normal et différente de lVagglu- 
tinine anti-T. 


SUMMARY 
Rote or Bacillus anthracis 1X PANHEMAGGLUTINATION. 


Panhemageglutinaltion can be realized by adsorption onto the surface 
of erythrocytes of a substance, which is thermostable at 100° and is 
present in filtrates of B. anthracis cultures. This factor can react, 
according to the mechanism of passive hemagglutination, with natural 
agglutinin present in normal human serum and different from anti-l 
agglutinin. 
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FACTEUR KERATO-CONJONCTIVAL DES SHIGELLA 
par Szymona SZTURM-RUBINSTEN et Danielle PIECHAUD 


(Institut Pasteur, Service de Microbie générale, et C.N. R.S.) 


Inrropucrion. — L’étude du pouvoir pathogene, qui jouait en bacté- 
riologie un role trés important 4 l’époque pastorienne, semble avoir 
perdu de son imtérét pour les bactériologistes contemporains. Le carac- 
tere particulier des lésions dues 4 des germes comme le pneumocoque, 
le rouget ou Lisleria n'est cependant contesté par personne. La kérato- 
conjonctivile expérimentale A bacilles dysenteriques est un exemple du 
caractére pathogéne particulier du genre Shigella et commun a tous 
ses sérotypes quelles que soient leurs propriétés biochimiques ou séro- 
logiques. Nous avons étudié l’évolution de cette maladie [4], toujours 
semblable & e!le-méme, et ses Jésions anatomo-pathologiques [2] tou- 
jours identiques. 

Nous youlons insister sur quelques faits qui nous ont semblé inté- 
ressants au cours de nos nombreuses observations. 

Dans tous les sous-groupes des Shigella existent des germes capa- 
bles de donner une kérato-conjonctivite chez le cobaye ou le lapin, 
mais toutes les souches du genre ne sont pas aptes a provoquer celte 
Iésion. On a dit [3] quil fallait des souches fraichement isolées, 
mais notre expérience est différente : récentes ou anciennes, les souches 
doivent étre parfaitement lisses et probablement posséder un facteur 
spécial « kérato-conjonctival », que nous n’avons pu mettre en évi- 
dence aulrement que par 1]’étude du pouvoir pathogéne. Pour Shigella 
sonnei, quand la souche est en phase J, elle est toujours capable de 
provoquer une kérato-conjonctivite ; pour les autres groupes, nous 
n’avons pas nolé un rapport aussi étroit entre |’aspect antigénique et 
le pouvoir pathogéne, mais dans le groupe de Flexner par exemple, 
les facteurs antigéniques sont beaucoup plus complexes. 

Si un état antigénique tel que la phase I pour le bacille de Sonne, ou 
la forme S pour d’autres souches, est indispensable & l’apparition d’une 
kérato-conjonctivite, il n’en est cependant pas le seul facteur. Un para- 
coli anaerogens Ger. dont nous avons signalé Videntité sérologique avec 
Sh. boydii 3 [4], est incapable de provoquer une kérato-conjonctivite 
le germe survit simplement quelques jours dans l’ail. De méme, le 
paracoli Ber. décrit par Michel Piéchaud [5] a des antig¢nes communs 
avec Sh. boydii 11 mais ne provoque pas de Iésions occulaires ; nous 
n’avyons méme pas observé de survie de ce germe. Nous avons aussi isolé 
une souche qui, sérologiquement, pouvait étre class¢ée comme Sh. 
flexneri 5, encore que ses caractéres biochimiques aient été ceux d’un 
paracoli aerogenes. Cette souche ne provoque pas de kérato-conjonctivite. 

La souche C 27 [6] que le D* Fergusson nous a aimablement envoyée, 
ou la souche M 51 de Bader [7] que nous a donnée le Dt Thibault, sont 
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toutes les deux étroitement apparentées 4 Sh. sonnei en phase I, mais 
ne donnent pas de kérato-conjonctivite (tableau I). 


Tasieau I. 


Kérato- 
conjonc 


Sh. boydii S$ 


5 souches 


Commmin avec 


8h. gonnei phase I 


8h. boydii 11 


8 souches 


P. coli BER. commun avec 
Sh. boydii 11 


Sh. flexmeri 5 ++ 5 souches 
5 souches 


- 2 souches 


commun avec 
Sh. flexneri 5 


++ = Réaction fortement positive ; — = Réaction négalive. 


D’autre part, les nombreuses souches de Sh. sonnei en phase I dont 
nous avons étudié le pouvoir pathogéne, ont toujours produit sur la 
conjonclive des réaclions trés intenses. 

Nous pensons done avoir le droit de conclure que les dysentériques 
possédent un facteur différent de leur antigéne spécifique, facteur qui 
détermine leur pouvoir pathogéne. 

Nous pensons que ce facteur est commun aux différents g@ermes du 
genre Shigelia. Pour étayer celle hypothése, nous avons cherché si 


Vinoculation sur la conjonctive déterminait une immunité d’abord 
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vis-d-vis de la souche homologue, ensuile vis-a-vis d’auires sérolypes, 
enfin vis-a-vis de germes trés différents ; pour ce faire, nous avons choisi 
Listeria monocylogenes, qui est un agent connu de kérato-conjonctivite. 
Serény [8] a déjd signalé en 1957 lexistence d’une immunité dans 
certains Cis. 

Pour cette étude de Vimmunité locale aux bacilles dysentériques nous 
avons fait de nombreuses expériences dont quelques-unes sont résumées 
tei 

Tout d’abord nous avons cherché s’il existait une immunilé et quelle 
pouvait étre sa durée. 

TecuniguE. — Nous avons atltendu la guérison clinique et bactériolo- 
gique de la primo-infection (@il normal, prélévement négatif), puis 
nous avons inoculé une deuxiéme fois, la méme souche ou une souche 
du méme type antigénique (tableau I). 

Il existe dés la premiere réinoculation une immunité d'importance 
\ariable mais toujours nette : la réaction conjonctivale est presque nulle, 
la kératite apparait rapidement, est bénigne et guérit vite. Le germe 
mest du reste pas retrouvé pendant longtemps (trois ou quatre jours) 
[tableau IT]. Quand on répéte les inoculations on obtient une immunité 
complete : la réaction est de moins en moins intense et le germe dispa- 
rait tres vite ou n’est pas retrouvé (tableau III). 

Nous avons recherché si cette immunilé élait étroitement spécifique, 
protégeant contre le seul type antigénique qui avail été employé pour 
fa premicre infection. 

Le tableau IIT et te tableau III montrent un certain nombre d’ex- 
emples de cetle immunité tantdt forte, tantot faible (nous disons que 
Vimmunité est faible quand il existe un certain degré de réaction 
conjontivale et que le germe survil quelques jours in situ). C’est ainsi 
que Sh. flexneri 2 protege contre Sh. boydii 5 ou Sh. sonnei en phase I 
(tableau Il). Nous avons aussi infecté successivement le méme ceil avec 
plusieurs Shigella (tableau HIf)) et l’on voit que, au cours de quatre 
infections successives, la conjontive garde un facteur d’immunité locale 
ou la propriété de produire ce facteur. 

L’immunité de lil existe donc au cours d’infections successives, 
quels que soient les différents bacilles dysentériques utilisés, sans 
gu’ils aient la moindre parenté biochimique ou sérologique. 

Il existe donc un facteur commun & toutes les Shigella, facteur qui 
détermine des lésions cliniques et histologiques identiques et une 
immunilé croisée. 

Nous nous sommes demandé si ce facteur « kérato-conjonctival » 
n’était pas commun 2 plusieurs genres de bactéries. Nous avons fait 
des essais en utilisant Listeria monocylogenes. On sait que ce germe 
détermine des kérato-conjonctivites spontanées et expérimentales. Toutes 
les souches que nous avons étudiées, méme les souches trés anciennes, 
déterminent une kérato-conjonctivile chez le cobaye. 

On voit dans le tableau III (troisitme cobaye) que Lisleria proyoque 
une immunilé vis-d-vis de la souche homologue, mais quatre exemples 
(tableau II et IIT) montrent que limmunité croisée n’exisle pas 
Listeria ne protege pas contre une infection oculaire & Shigella, ni les 
Shigella contre une infection & Listeria. Il semble méme que ces infec- 
tions successives provoquent plutot une sensibilisation. 
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Pour les cinquiérne, sixitme et septicme cobayes du tableau UNE: 
Vimmunité nous a semblé augmenter avec la répétition des inocula- 
tions de Shigella, tandis que l’inoculation d’une Listeria a provoque 
une réaction intense et rapide. De méme chez le troisitéme et le qua- 
iriéme cobaye la kérato-conjonctivite dysentérique apres celle a Listeria 
a été précoce et grave. Nous faisons remarquer que, pour le septiéme 


Tastriu I]. — Réle de la date de réinfection aprés guérison. 


Délai 


1 mois 
5 semaines 


14 jours 


Infection Réinfection | Immmité 
Sh. flemeri 2/8h. boydii 5 légére 


Sh. flexneri 2/Sh. flemeril 2 


souche A 


Sh, flexneri 2/Sh. sonnei phi 


sonnet Listerie 


Sh. sonnei 


She sonnei 


Lieteria (Listeria Sh. boydii i a 
+ - 


yh 
Listeria Sh, sonnet 


boydii 1 
++ 


Sh. a 5 boydii 7|Listeria 
+ 


sonnei|Sh. boydii 5/Sh. Listeria|Sh. sonnei 1 
- + 
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cobaye qui avait eu quatre inoculations a bacilles dysentériques, l’im- 
munilé a persisté irés longtemps, puisque avant de recevoir pour la 
cinquiéme fois un dysentérique il avait été inoculé avec une Listeria. 


ConcLusions. — Nous pensons que ce facteur kérato-conjonctival qui 
existe chez toutes les Shigella n’est pas lié A leur formule antigénique 
telle que la mettent en évidence les réactions dageglutination ; il 
existe en effet chez toutes les Shigella et est absent chez les germes 
ayant avec elles une étroite parenté ou une identité antigénique. Tl 
s'agit du méme facteur chez toutes les souches ou de facteurs tres voi- 
sins, puisqu’il existe un pouvoir protecteur d’une souche d lautre et 
que l’immunité augmente au cours d’inoculations successives (quelles 
que soient les variétés de dysentériques utilisées). Ce facteur n’est pas 
commun a tous les germes capables de déterminer des kérato-conjonc- 
tivites, puisqu’il n’existe pas de protection croisée entre Shigella et 
Listeria, Ce fait a d’ailleurs été vu par Manolow [9] avec d'autres 
agents pathogénes : bacille diphtérique, virus de la variole. 


Résumé. — Une série d’inoculations sur la conjonctive de bacilles 
dysentériques montre l’existence d’un facteur commun aux différents 
germes de ce groupe, déterminant des lésions kérato-conjonctivales et 
entrainant une immunité, facteur qui semble propre aux seules 
Shigella. 


SUMMARY 


THE KERATO-CONJUNCTIVAL FACTOR oF Shigella. 


This factor has been demonstrated by a series of inoculations ot 
dysenteria bacilli into the conjunctiva of rabbits or guinea-pigs. It is 
common to the different germs of the Shigella group, induces kerato- 
conjunctival lesions and immunity. It seems to be present only in the 
Shigella group. 
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RECHERCHE ET NUMERATION 
DES STREPTOCOQUES FECAUX DANS LES EAUX 
EN UTILISANT LES MEMBRANES FILTRANTES 


par P. SUREAU 
(avec la collaboration technique de R. RABESOA). 


(Inslilul Pasteur de Madagascar [Directeur : D® J. Courvurier]) 


La recherche et la numération de l’entérocoque sur milieu de Hajna 
ei Perry [4] était appliquée au Laboratoire d’Analyse des Eaux de 
VInstitut Pasteur de Madagascar pendant les années 1956-1957. 

Les inconvénients de cette technique ont été récemment exposés par 
suttiaux [2] qui écrit : « A la température d’incubation choisie (45°5) 
ce milieu avait l'inconvénient d’étre réfractaire au développement de 
certaines especes de streptocoques fécaux d’origine animale... Ce milieu 
manquait en outre de sensibilité, le nombre de Slreptococcus faecalis 
irouvé était trés inférieur A celui existant en réalité dans le produit 
analysé ». Buttiaux propose une modification de la technique de Litsky 
13] : 1° un test présomptif sur milieu A l’azide de sodium incubé 
i 87° ; 2° un test confirmalif sur milieu a 1l’éthyl-violet. 

Nous pratiquons la colimétrie sur membranes filtranTes ; pour uni- 
formiser nos techniques nous avons essayé d’utiliser Jes membranes 
filtrantes pour la recherche et Ja numération des streplocoques fécaux. 

Le milieu lactosé au triphényl-tétrazolium et Tergitol 7, utilisé pour 
la colimétrie sur membranes, permet théoriquement le dépistage des 
enlérocoques qui donnent, a la surface des membranes déposées sur 
ce milieu et incubées & 44°, de trés petites colonies jaunes avec centre 
orangé et halo jaune sous-jacent [4]. En pratique, il ne s’agit pas 1A 
d’une bonne recherche des entérocoques ; d’ailleurs Buttiaux dans 
son rapport sur « La standardisation des méthodes d’analyse bactério- 
logique de Veau » [2] n’en fait mention ni au chapitre de l'utilisation 
des membranes filtrantes pour la colimétrie ni au chapitre de la 
recherche des streplocoques fécaux. 

Un autre milieu a été décrit par Colobert et Morélis [5]. Contenant 
de Vazide de sodium, de l’esculine et du citrate de fer, il est « sélectif 
pour Visolement des entérocoques et d’un emploi pratique pour leur 
recherche et leur numération dans l’eau ». Quelques essais nous ont 
cependant montré un inconvénient de la technique décrite par ces 
auteurs : la membrane sur laquelle on a filtré l’eau doit étre déposée 
au fond de la boite de Petri, la face portant les germes en haut : sur 
Ja membrane on coule le milieu fondu et refroidi & 40° et on le laisse 
solidifier. Or, en pratique, la membrane a tendance i flotter et il faut 
la maintenir au fond de la boite pendant que la gélose fait prise : 
Wautre part, les colonies se développant en profondeur, sous la gélose, 
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leur repiquage en vue de leur identification n’est pas facile. Nous 
n’avons done pas retenu cette technique. 

Une troisiéme technique de recherche et de numération de l’enté- 
1ocoque sur membranes filtrantes est celle décrite par Slanetz ct 
Bartley [6]. Le milieu proposé par ces auteurs « M-Enterococcus Agar » 
contient de Vazide de sodium et du triphényl-tétrazolium ; la prépa- 
ration en est simple, Vautoclavage inutile. Coulé en boites de Petri de 
86 mm de diamétre il se conserve de facon satisfaisante 4 44°. Nous 
avons essayé ce milieu en suivant exactement les indications données 
par ses promolteurs pour la préparation du milieu et pour son utilisa- 
tion avec les membranes filtrantes. La quantité d’eau filtrée est, en 
général, de 25 ml; comme dans la colimétrie, le filtre est rincé pac 
filtration de 30 ml d’eau distillée stérile ; la membrane est déposée 
sur la surface du milieu préalablement séché a l’étuve de 36°. Les avan- 
tages des membranes filtrantes, déjd appréciés pour la colimétrie, se 
retrouvent dans la recherche et la numération des streplocoques 
fécaux : simplification des manipulations 4 l’ensemencement, numé- 
ration exacte des germes présents dans l’eau analysée, repiquage facile 
des divers types de colonies développées sur les membranes en yue de 
leur identification. 

Nous exposons ci-dessous les résullals que nous avons obtenus avec 
ja technique de Slanetz et Bartley. 


SENSIBILITE COMPAREE DE LA METHODE DE Hasna EY PERRY ET DE LA 
METHODE DE SLANETZ ET BartrireEy. — L’eau (qui alimente 1]’Usine des 
Eaux de Tananarive) du lac Mandroseza a servi pour cette étude compa- 
rative. C’est une eau de surface que des examens bi-hebdomadaires 
montrent constamment souillée d’E. coli, de coliformes et de Clostri- 
dium sulfiio-réducteurs. Pendant les mois de mars-juin 1957, trente 
échantillons de cette eau ont été examinés en utilisant le milieu de 
Hajna et Perry : dans quatre seulement on a trouvé de l’entérocoque. 
Pendant les mois correspondants de 1958, trente échantillons de la 
méme eau examinés en utilisant les membranes filtrantes et le milieu 
« M.Enterococcus Agar» ont montré la présence d’entérocoque dans 
tous les cas, ce qui montre nettement la plus grande sensibilité de 
cette méthode. 


SELECTIVITE DU MILIEU DE SLANETZ ET BARTLEY. — Deux cents échan- 
tillons d’eau examinés avec ce milieu nous ont montré dans 75 cas ta 
présence de streptocoques fécaux. Dans ces 75 cas, les colonies déve- 
loppées sur ce milieu étaient des streptocoques, 4 l’exclusion de tous 
autres germes. Cette sélectivité est remarquable. Sur le milieu 
« M-Enterococcus Agar » ne se développent ni Entérobactéries, ni Pseu- 
domonas, ni Serratia, ni Bacillus, ni staphylocoques, ni sarcines, ainsi 
que Slanetz elt Bartley l’on montré [6]. 


ELECTIVITE DU MILIEU DE SLANETZ ET BARTLEY POUR LES DIFFERENTES 
VARIETES DE STREPTOCOQUES FECAUX. — Les colonies développées sur les 
membranes sur milieu « M-Enterococcus Agar » ont été repiquées ct 
identifiées selon les techniques recommandées par Wahl] et Meyer [7] : 
recherche de l'acidification, de la coagulation et de la réduction du 
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lait tournesolé ; de la coagulation et de la réduction du lait a 0,1 p. 100 
de bleu de méthyléne ; culture 4 pH 9,6 ; culture sur milieu a 6,5 p. 100 
de NaCl ; culture sur gélose 4 1 p. 2500 de tellurite de potassium ; 
liquéfaction de la gélatine ; hémolyse ; étude des fermentations sucrées 
sur eau pepltonée avec comme indicateur le bleu de bromothymol. 

Les souches ont été identifiées d’aprés le travail de Shattock [8] et 
par comparaison avec des souches types provenant de l'Institut Pasteur 
de Lille (1). 

Sur 100 souches étudiées, nous avons identifié : 23 St. faecalis ; 
2% St. faecalis variété liquefaciens ; 30 St. faecium; 12 St. bovis : 
7 St. durans. 

Ainsi, parmi les variétés résistantes au tellurite de K nous avons 
trouvé avec une grande fréquence St. faecalis var. liquefaciens ; parmi 
les variétés sensibles au tellurite de K St. faecium s’est montré de loin 
le plus répandu, ce qui a été récemment mis en évidence par But- 
tiaux [9]. 

Bien que sur ces 100 souches nous n’ayons pas rencontré de SL. zymo- 
genes, ii semble que le milieu « M-Enterococcus Agar » soit parfaite- 
ment électif pour toutes les variétés de streptocoques fécaux. 


MORPHOLOGIE DES COLONIES DES DIVERSES VARIETES DE STREPTOCOQUES 
FECAUX SUR MILIEU « M-EntTEROcoccus AGAR ». — Pour 71 souches nous 
avons étudié l’aspect des colonies aprés isolement A la surface du 
milieu coulé en boite de Petri et incubation de quarante-huit heures 
ai 386°. Nous avons noté : la taille des colonies : diamétre de 1 mm 4 
1] ml 1/2 ou diamétre de plus de 2 mm ; la couleur des colonies : rouge 
foncé ov violet ou rose pale ; la présence d’un reflet métallique a leur 
surface ; la présence d’une zone claire périphérique 4 l’examen par 
transparence. 

Quelques différences semblent caractéristiques 

St. faecalis donne des colonies petites de couleur rouge foncé, souvent 
avec refllet métallique ; 

St. faecalis var. liquefaciens est plus typique : la taille des colonies 
est variable, mais leur couleur est toujours rouge violet et le reflet 
métallique a leur surface est constant ; 

St. faecium donne le plus souvent des colonies de plus de 2 mm 
de diamétre et de couleur rouge, le reflet métallique est absent et il 
existe une zone claire périphérique. 

Le nombre des colonies des autres variétés est trop faible pour tirer 
de leur observation des conclusions valables ; notons cependant que les 
colonies de Si. bovis sont le plus souvent d’une taille supérieure A 
2 mm, de couleur rose et entourées d’une zone claire périphérique ; 
les colonies de St. durans sont petites, roses ou rouges, avec souvent 
une zone claire. périphérique. 

Mais si tel est l’aspect des colonies développées sur la surface méme 
du milieu, par contre lorsque les colonies se développent sur la mem- 
brane déposée sur le milieu leur aspect est un peu différent : elles 
paraissent plus opaques, de couleur plus foncée et il n’est pas possible 


(J) Nous tenons 4 remercier ici M. le Dr R. Buttiaux qui a bien voulu 
nous adresser ces souches. 


SOCIBTE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 771 


de distinguer une zone claire périphérique. On ne peut pas préjuger 
de la variété en cause d’aprés la morphologie des colonies sur les 
membranes. 


RESULTATS OBTENUS EN UTILISANT CONJOINTEMENT LA COLIMETRIE SUR MEM: 
PRANES FILTRANTES EI LA RECHERCHE ET NUMERATION DES STREPTOCOQUES 
FECAUX SUR MEMBRANES FILTRANTES. — Ayant adopté le milieu « M-Ente- 
rococcus Agar » de Slanetz et Bartley, nous pratiquons depuis plusieurs 
mois les analyses d’eau de la facon suivante 

1° Recherche et numération d’Z. coli sur milieu lactosé au TTC- 
Tergitol 7 incubé dix-huit heures & 44° dans l’étuve spéciale de But- 
tiaux (10 ou 25 ml pour les eaux brutes, 50 ml pour les eaux traitées) ; 
recherche et numération de tous les coliformes sur le méme milieu 
incubé dix-huit & vingt-quatre heures 4 36° (1 ou 10 ml pour les eaux 
brutes, 25 ml pour les eaux traitées) ; les colonies sont identifiées par 
repiquage sur milieu de Kligler et recherche du test IMVIC selon les 
techniques recommandées par Buttiaux, Samaille et Pierens [10] ; 

2° Recherche et numération des streptocoques fécaux sur milieu 
« M-Enterococcus Agar » incubé quarante-huit heures 4 36° (25 ml, 
pour les eaux non traitées seulement) ; 

3° Les techniques de recherche et numération des Clostridium 
sulfito-réducteurs et de numération des germes totaux sont clas- 
siques [4]. 

Nous avons obtenu les résultats suivants 

Sur 50 eaux contenant £. coli, 47 contenaient des streptocoques 
{écaux, dont 43 avec présence de Clostridium sulfito-réducteurs ; trois 
ne contenaient pas de streptocoques fécaux, mais H. coli associé a des 
Clostridium sulfito-réducteurs. 

Sur 50 eaux contenant des coliformes a l’exclusion d’H. coli, 9 conte- 
naient des streptocoques fécaux, dont 7 avec présence de Clostridium 
sulfito-réducteurs ; 41 ne contenaient pas de streptocoques fécaux, 
parmi lesquelles, dans 21, il y avait présence de Clostridium suifito- 
réducteurs. 

Sur 100 eaux ne contenant ni &. coli ni coliformes, 19 contenaient 
Ges streptocoques fécaux, dont 9 avec présence associée de Clostridium 
sulflto-réducteurs ; 81 ne contenaient pas de streptocoques fécaux, 
parmi lesquelles, dans 31, il y avait présence de Clostridium sulfito- 
réducteurs. 

Le nombre de streptocoques fécaux, rapporté 4 100 ml d’eau, est 
différent pour ces trois catégories d’eaux ; le chiffre moyen trouvé a 
été de 

224 pour les eaux contenant E. coli + Clostridium. 

125 pour les eaux contenant L£. coli sans Clostridium. 

20 pour les eaux contenant des coliformes + Clostridium. 

15 pour les eaux contenant des coliformes sans Clostridium. 
18 pour les eaux contenant des Clostridium sans coliformes. 
5 pour les eaux ne contenant ni coliformes ni Clostridium. 

Il nous semble, d’aprés ces résultats, que les méthodes utilisées don- 
nent une appréciation valable de la présence des streptocoques fécaux 
dans les eaux et une estimation précise et exacte de leur nombre, 


772 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Résumé Er conctusion. — Le milieu « M-Enterococcus Agar » proposé 
par Slanetz et Bartiey nous a donné des résultats satisfaisants pour la 
recherche et la numération des streptocoques fécaux dans les eaux 
examinées au moyen des membranes filtrantes. 

Les avantages de cette technique sont : une grande sensibilité, une 
Cléctivité permettant le développement de toutes les variétés de strep- 
tucoques fécaux, une sélectivité excluant le développement de tous 
autres germes. 

Cette technique, dont les résultats sont meilleurs que ceux de la 
technique de Hajna et Perry a été adoptée pour l’analyse bactériolo- 
cique des eaux A l'Institut Pasteur de Madagascar. 


SUMMARY 


IsOLATION AND ENUMERATION OF FECAL STREPTOCOCCI IN WATERS BY MEANS 
OF FILTERING MEMBRANES. 


The « M-Enterococcus Agar » medium proposed by Slanetz and Bartley 
yielded satisfactory results for isolation and enumeration of fecal strep- 
tococci in water samples studied by means of filtering membranes. 

The advantages of this technique are : high sensitivity, high electi- 
vity allowing the development of any variety of fecal streptococci, selec- 
tivity precluding the development of any other germ. 

This method, the results of which are better than those of Hajna 
and Perry’s technique, has been adopted al the Pasteur Institute of 
Madagascar for bacterial analysis of waters. 
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DIAGNOSTIC RAPIDE DE LA DIPHTERIE 
PAR L’ACTION SUR LES CELLULES EN CULTURE 
DE LA TOXINE PRESENTE SUR LES ECOUVILLONS 
DE PRELEVEMENTS PHARYNGES 


par J. ANDRE, G. AUDEBAUD et TRAN VAN DU 


Unstitut Pasteur de Saigon, Laboratoire de Virologie.) 


Nous avons remarqué un effet toxique d’allure particulitre dans les 
lubes de culture de cellules trypsinées de rein de singe inoculés avec le 
prélévement de gorge d’un malade présentant une angine diphtérique. 

L’inoculation de toxine diphtérique pour réaction de Schick et de 
culture de vingt-quatre heures en bouillon de bacilles diphtériques nous 
a donné des aspects analogues. 

Les Iésions débutent sur les bords de la culture, qui prennent du relief, 
formant des amas cellulaires densifiés ou des cordons qui délimitent des 
lacunes plus ou moins grandes. L’aspect Jacunaire se généralise plus ou 
moins vite, aboutissant aprés vingt-quatre 4 quarante-huit heures a la 
destruction complete de la culture. 

Une série d’expériences qui fera l’objet d’une note ultérieure nous a 
montré qu’en dehors du bacille de Loeffler aucun des hétes bactériens 
normaux ou pathologiques du rhino-pharynx examinés par nous ne 
donne de produits toxiques dans les conditions de nos expériences. 

Nous avons tenté d’utiliser pour le diagnostic rapide de la diphtérie 
Ya propriété cytotoxique de la toxine diphtérique présente dans les 
écouvillonnages de gorge. 

Pour chacui des 96 malades suspects, nous avons procédé aux recher- 
ches suivantes 

A. Diagnoslic bactériologique classique comprenant l’ensemencement 
sur sérum. coagulé ou milieu de Clauberg au sang frais, avec coloration 
de Neisser et épreuve de décoloration prolongée par l’alcool absolu a 
partir de colonies suspectes. 

B. Inoculation au cobaye. 

C. Inoculation sur culture de tissus suivant la méthode habituelle 
utilisée pour Visolement des virus [4]. 

Pour l'inoculation sur culture de tissus, l’écouvillon, qui a pu servir 
préalablement pour les ensemencements bactériologiques, est introduit 
dans un tube de 12120 contenant 1 cm’ de solution de Hanks concen- 
irée en antibiotiques [4]. 

Deux tubes de culture recoivent chacun III & VI gouttes prélevées A 
la pipette Pasteur (sans centrifugation préalable) dans le liquide ot a 


hbaigné {’écouvillon. 
Dans les cas ott l’on ne dispose pas de l’écouvillon, on peut rechercher 
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la présence de toxine diphtérique a partir d'une culture en bouillon de 
vingt-quatre heures. La quantité de toxine présente dans le milieu 
apres ce délai est suffisante pour donner des lésions caractéristiques dans 
les tubes de culture inoculés avec 0,1 cm* de bouillon dilué a 10—*. 


Résutrats. — L’ensemble de nos recherches porte sur 96 préléyvements 
Les résultats s’établissent comme suit 
Négatiis pour les 3 <épreuvesn Cag bom) meee etter 64 
Positits) pour Wess 3 Pepremviesu (Ages qm Oy morte career rere Pal 
Positifs pour Ac et, Be Wégatiiss pour Oe mercer eri il 
Positits’ pour A ‘et C2 Nésatiics pours Bias crentieier 2 
Positifs pour’ CG seulement) j...0n.neaecncy ioe tee orien: 2 


ConcLusion. — L’écouvillonnage du pharynx au cours d’une angine 
diphtérique retient suffisamment de toxine pour produire les Jésions 
caractéristiques sur culture de cellules trypsinées de rein de singe. 

La spécificité, la sensibiiité et la précocité de cette méthode permetten! 
d'envisager son utilisation pour le diagnostic rapide de la diphtérie. 


SUMMARY 


RApPmpD DIAGNOSTIC OF DIPHTHERIA BY MEANS OF THE CYTOPATHOGENIG 
EFFECT OF THE TOXIN PRESENT ON THROAT SWABS. 


Throat swabs from a diphtheria angina retain enough toxin to induce 
characteristic lesions on trypsinated monkey kidney tissue cultures. 

The early appearence of these lesions, the specificity and sensitivity 
of the method, suggest its use for a rapid diagnosis of the disease. 
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ACTION CYTOTOXIQUE 
DE QUELQUES CULTURES MICROBIENNES 


par J. ANDRE, G. AUDEBAUD et L. CHAMBON 


(Unstlitut Pasteur de Saigon.) 


L’action cytotoxique de Ja toxine diphtérique et d’autres toxines 
bactériennes a été signalée par divers auteurs [4, 2, 3, 4, 5]. 

Dans la note précédente [6], nous avons nous-mémes proposé une 
méthode simple de diagnostic rapide de Ja diphtérie sur culture de 
tissus par mise en évidence de la toxine dans les écouvillonnages de gorge 
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ou dans les cultures en bouillon de vingt-quatre heures des germes 
suspects. 

Nous avons ¢tendu notre étude aux 19 especes microbiennes aérobies 
Suivantes : 

Neisseria intracellularis, Diplococcus pneumonia, Streptococcus pyo- 
genes (2 souches), Streptococcus fecalis, Staphylococcus pyogenes aureus 
(5 souches), Corynebaclerium hofmanni, Hemophilus influenze, Bacte- 
ridium anthracis, Pasteurella septica, Pasteurella pestis, Malleomyces 
pseudo-mallei, Escherichia coli, Aerobacter aerogenes, Proteus vulgaris, 
Salmonella typhi, Shigella flexneri, Shigella dysenterie, Pseudomonas 
aeruginosa, Vibrio cholere. 

La recherche d’un effet cytotoxique éventuel a été faite dans tous les 
cas 4 partir de cultures en bouillon agées de deux A huit jours, main- 
lenues a létuve a 37° pendant toute la durée de l’expérience. Deux 
tubes de culture de tissus préalablement débarrassés du liquide surna- 
geant recoivent chacun 0,1 cm® de culture microbienne. Aprés un 
contact d’une demi-heure A Ja température du laboratoire, le milieu 


x 


d’entretien est ajouté et les tubes sont portés a l’étuve A 37°. 


R&suLTats. — Dans ces conditions, seules les cultures en bouillon 
nutritif du bacille de Shiga et du bacille de Whitmore ont montré un 
effet toxique. 


A. ACTION CYTOTOXIQUE DES CULTURES DE GACILLE DE SuHIcA. — Les Iésions 
cbservées sont semblables 4 celles dues a la toxine diphtérique. 

Nous avons évalué la production de toxine en fonction du temps de 
culture d’aprés leffet produit en vingt-quatre heures et quarante-huit 
heures par la cullure et ses dilutions sur les cellules de rein de singe 
cette production augmente jusqu’au troisiéme jour ot elle atleint un 
titre de 10—°, puis ne progresse pas jusqu’au douziéme jour de culture. 

Une étude semblable, faite dans un but comparatif avec 6 souches 
vietnamiennes de bacille diphtérique, donne une courbe de production 
de toxine dont l’allure est superposable mais avec des titres ne dépassant 
pas en général 10—? (1). 

B. AcTION CYTOTOXIQUE DES CULTURES DE M. pseudo-mallei. — Il s’agit 
ici d’une action immédiate, se manifestant le plus souvent dans les 
quelques minutes qui suivent l’inoculation. Les cellules alteintes se 
rétractent. Elles se disposent d’abord en foyers qui se rejoignent en 
iravées laissant entre elles pendant un certain temps (de une heure A 
trois heures) des ilots de cellules apparemment saines. Puis les lésions 
se généralisent et aboutissent rapidement 4 la destruction complete. 
Contrairement aussi & ce que l’on observe avec la toxine diphtérique et 
avec celle du bacille de Shiga, cet élément toxique apparait seulement 
sur les cultures de cing A six jours, est thermostable, et son titre ne 
dépasse pas 1/8. 

Les différentes tentalives faites pour extraire cette « toxine » se sont 
avérées infructueuses. 


(1) Une toxine diphtérique titrant 90 unités floculantes manifeste une action 
cytotoxique jusqu’éA la dilution de 10—®. 
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Il semble que cette action cytotoxique du bacille de Whitmore soit due 
a la production d’oxalates dans le milieu de culture. Des recherches sont 
en cours a ce sujet. 


C. CAs PARTICULIERS DU STAPHYLOCOQUE ET DU STREPTOCOQUE. — Nous 
notons que si Penso et coll. [4, 5] ont signalé les effets cytotoxiques de 
la toxine staphylococcique et de la streptolysine O, il ne semble pas que 
ces différentes aclions puissent se manifester dans les conditions de nos 
expériences. 

La présence de ces deux toxines n’a pas été mise en évidence non plus 
dans les écouvillonnages pharyngés ot l’examen bactériologique a permis 
didentifier des staphylocoques pathogénes ou des streptocoques hémo- 
Ivtiques. 


ConcLusion. — Aucune des cultures des hétes habituels normaux et 
pathologiques du rhino-pharynx parmi celles qui ont été testées ne pro- 
duit d’effet cytotoxique dans les conditions de nos expériences. 

Ces constatalions sont en faveur de la spécificité de la méthode de 
diagnostic rapide de la diphtérie que nous avons proposée. 

Des cultures en bouillon de bacilles de Shiga et de bacille de Whitmore 
ont montré par contre un effet particulier sur culture de rein de singe. 


SUMMARY 
CyroroxiC EFFECT OF SOME BACTERIAL CULTURES. 


Cultures of different normal or pathological microorganisms of human 
thino-pharynx have been tested as to their ability to produce a cytotoxic 
effect on tissue cultures. None of the bacterial species studied has been 
able to induce such an effect. This fact suggests the specificity of the 
method proposed by the authors for a rapid diagnostic of diphtheria. 

On the contrary, cultures of Shiga and Whitmore bacillus induced a 
peculiar effect on monkey kidney tissue cultures. 
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UTILISATION DES HEMATIES HYPERFORMOLEES 


EN VIROLOGIE 
I. — PREPARATION ET PROPRIETES GENERALES DE CES HEMATIES 


par B. FAUCONNIER. 


(institut Pasteur, Centre national de la Grippe, 
Service de M. R. Dusarric DE LA RivitRE) 


Flick, en 1948, a traité pour la premiére fois des hématies humaines 
avec des quantités importantes de formo! [4]. Ce traitement rend les 
hématies si solides qu’elles deviennent non hémolysables en suspension 
hypotonique. Par la suite, Cox el Pirtle [2, 3] ont repris les expériences 
et les ont étendues au trailernent des hématies de mouton. Ils ont uti- 
lisé avec succés ces hématies pour la détection des anticorps de la 
mononucléose infectieuse et pour ceux de la grippe. 

Nous présentons ici les résultats de notre expérience dans ce domaine, 
et tout d’abord les méthodes de préparation et les propriétés physiques 
générales d’hématies de différentes espéces animales. 


PREPARATION DES HEMATIES HYPERFORMOLEES (H. F.). — Les espéces ani- 
males dont les hématies ont été étudiées sont les suivantes : mouton, 
lapin, pigeon, coq. L’étude des hématies humaines a également été 
reprise en détail. 

Comme on pouvail s’y attendre, les hématies d’oiseaux, nucléées, se 
prétent beaucoup plus facilement que les hématies des mammiféres au 
traitement formolé. Voici donc, aprés de multiples essais, les conclu- 
sions qui ont pu étre tirées pour obtenir une préparation optima. 


1° Hématies d’oiseaux. La méthode est celle de Cox modifiée. Un coq 
est saigné 4 blanc et le sang est recueilli sur citrate. 100 ml de ce sang 
sont centrifugés, et, apres décantation du sérum, le culot globulaire 
est repris dans de l’eau physiologique tamponnée (eau @T) dont Ja 
composition est la suivante : NaCl, 0,187 M ; Na,HPO,, 0,01 M ; KPO. 
0,003 M, jusqu’’ obtenir un volume final de 200 ml. A ce volume, on 
ajoute 40 ml d’une solution au demi de formol A 30 p. 100 dans de 
Veau @~T concentrée deux fois. On agite, et on place la suspension au 
hain-marie 4 37° pendant deux heures. 

Les hématies sont alors centrifugées et lavées au moins trois fois avec 
dix volumes d'eau qT & chaque lavage. Aprés le dernier lavage, on 
reprend le culot globulaire avec de l’eau @ T jusqu’’ 100 ml et on ajoute 
A la suspension 40 ml de la solution de formol au demi. Nouveau 
séjour au bain-marie At 37° pendant deux heures avec agitations fré- 
quentes. Puis nouveau lavage. Le culot du dernier lavage est alors 
remis en suspension & 25 p. 100 dans de l’eau g T. On ajoute 0,3 p. 100 
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de formol du commerce, et on répartit en tubes de Kahn bouchés a 
raison de 4 ml de suspension par tube, ce qui donne 1 ml de culot 
globulaire. La conservation se fait & + 4° C. 


2° Hématies de mammiféres. Deux traitements ne suffisent pas ; il 
en faut un troisiéme identique au second. I] ne survient pas, ou tr¢és 
peu d’hémolyse, apres un certain temps de conservation. 


PREPARATION DES HEMATIES HYPERFORMOLEES OXYCARBONNEES (H. I’. co). — 
Les hématies hyperformolées simples prennent au cours de leurs 
séjours successifs au bain-maie une teinte marron foncé. Il est 
possible, par un artifice d’une grande simplicité, de conserver a ces 
hématies une couleur rouge qui leur est plus habituelle. Nous avons 
pensé qu’un passage actif d’oxyde de carbone (en fait, tout simple- 
ment du gaz) au sein d’une suspension d’hématies formolées noiratres 
pouvail redonner une teinte plus vive & ces globules. On obtient, en 
effet, par ce moyen, aprés environ quinze minutes de courant gazeux, 
des hématies rouge sombre. Mais Je meilleur résultat est incontesta- 
blement obtenu en traitant Jes hématies dés leur prélévement sut 
l’animal, et de la maniére suivante 

Dés que les hématies ont été centrifugées et remises en suspension 
dans 200 ml d’eau T, on fait passer dans le liquide un ccurant actif 
de gaz de ville pendant environ vingt minutes. Le premier traite- 
ment au formol praltiqué comme indiqué plus haut ne produit aucun 
virage au marron de la couleur globulaire. Les hématies restent de 
couleur rouge-saumon. Avant Je deuxiéme traitement au formol, on 
fait passer & nouveau un courant gazeux pendant vingt minutes ; de 
méme avant le troisiéme traitement sil y a lieu. Dans ces conditions 
apres Je dernier traitement au formol, les hématies hyperformolées 
ne présentent pas une couleur bien différente de celle des hématies 
fraichement prélevées. En tubes bouchés, celte coloration se conserve 
longtemps. On peut éventuellement la raviver par un nouveau passage 
&azeux., 


PROPRIETES DES HEMATIES HYPERPORMOLEES SIMPLES ET OXYCARBONEES. 
— Flick et Cox avaient déja noté que les H. F. n’étaient pas hémoly- 
sables par l’eau distillée. Les H. F. de mouton se montraient égale- 
ment résistantes en présence de n’importe quelle dose de complément 
et de sérum hémolytique. 

Les H. I. et H.F.co, quand elles sont convenablement préparées, 
sédimentent normalement en formant au fond du tube une pastille 
aux bords nets, ainsi que le font les globules frais. Elles agglutinent 
en présence de virus grippal et ourlien. Elles peuvent étre  tilisées pour 
les réactions sérologiques de la grippe (inhibition de Mhémagelutina- 
tion) et de la mononucléose infectieuse (H. F. de mouton). Les H. F. co 
donnent des résultats identiques. 

H. PF. et H.F. co peuvent étre utilisées avec profit pour la purifica- 
lion des virus hémagglutinants suivant une technique d’adsorption- 
élution que nous donnons par ailleurs. 

Nous avons mis & jour d’autres propriétés intéressantes, et toutes 
temoignent de l’extréme résistance des hématies hyperformolées. 
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1° Trailement par Veau oxygénée. En ajoutant quelques gouttes 
d’H,O, 20 volumes 4 une suspension d’H. F., on obtient apres agita- 
tion et dans un délai variable une décoloration presque complete des 
hématies. Apres ce traitement, le lavage doit étre abondant pour éli- 
miner toute trace d’eau oxygénée. 

Pour recolorer ces globules, nous avons employé avec succes du violet 
de gentiane, du vert malachite, du rouge Congo. Les suspensions 
globulaires de diverses couleurs, aprés lavages répétés de maniére a 
obtenir un surnageant parfaitement clair peuvent étre utilisées pour 
les réactions Ghémagglutination avec le virus grippal. L’écueil peut 
résider dans des phénoménes d’auto-agglutination qui surviennent 
parfois. 

2° Action de-la chaleur. Les H.F. et les H. F. co de coq résistent 
parfaitement non seulement & une ébullition prolongéee, mais encore 
a un séjour de trente minutes a l’autoclave & 120° C. Refroidies, elles 
sédimentent parfaitement et hémagglutinent avec le virus grippal 
dans les mémes conditions que les H. F. non autoclavées. Il est ainsi 
tout 4 fait possible de stériliser ces H. F. en yue d’une opération quel- 
conque telle que ladsorption-élution de suspensions virulentes abac- 
tériennes. 

3° Action du froid, Apres un séjour de vingt-quatre heures A 
— 28° C, les H. F. de coq décongelées semblent agglutinées. Il faut les 
agiter fortement et les abandonner un certain temps d + 4° C pour 
qu’elles sédimentent normalement. De toute maniére, elles n’ont 


x 


aucune tendance ’ l’hémolyse. 


UTILISATION DES HEMATIES HYPERFORMOLEES. — L’emploi des H. fF. ei 
H.F. co de coq est extrémement commode en virologie grippale cou- 
rante. Les culots globlulaires de 1 ml conservés 4 + 4° C peuvent étre 
employés immédiatement, aprés simple éliminaticn du surnageant et 
mais en suspension dans 200 ml d’eau physiologique (suspension i 
0.5 p. 100 couramment utilisée). Ceci élimine lVobsession du prélevement 
bi-hebdomadaire des hématies fraiches. Depuis trois mois que nous 
utilisons ces hématies, nous n’avons jamais noté d’aberrations. Au 
contraire dans certains cas oti les hématies fraiches avaient donné des 
résultats anormaux (auto-agglutination), les H. F. ont permis de réta- 
blir Ja réalité. Il est seulement parfois constaté une légére diminution 
de Vagglutinabilité, qui se traduit dans les titrages quantitatifs par un 
faible abaissement du point limite 50 p. 100 agglutinant. Les H. F. et 
H. F. co n’hémolysant pas, il est possible de laisser un titrage hémag- 
elutinant plusieurs jours sur la table du laboratoire et d’en pouvoir 
lire Je résultat, quoique dans certains cas, pas encore tres bien 
précisés (souches particuliéres de virus)), il puisse survenir des phéno- 
meénes d‘élution spontanée, surtout semble-t-il avec les H. F. co. 

Les utilisations des H.F. semblent multiples dans _ différents 
domaines. Nous en préciserons certaines dans des notes ultérieures. 


Résump. — Les hématies humaines et de différentes espéces animales 
(coq, pigeon, mouton, lapin) ont 6té traitées par de fortes doses de 
formol. Ce traitement produit des hématies de couleur noiratre (H. F.) 
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si l’on se contente de faire agir le formol seul (métode de Flick et de 
Cox), et des hématies rouges (H. F. co) si l’on prend soin, au cours du 
traitement d’oxycarboner au gaz de ville les suspensions globulaires. 
H. F. et H.F.co sont particuliérement résistantes 4 tous les facteurs 
hémolysants : eau distillée, complexes hémolytiques, chaleur (ébulli- 
tion et autoclave), congélation et décongélation. Les hématies de coq 
se prétent mieux que les autres au traitement hyperformolé. H. fF. et 
surtout H. F. co de cog sont d‘une utilisation extrémement commode 
dans toutes les techniques de virologie grippale courantes : titrages 
hémagglutinants, inhibition de l’hémagglutination, adsorption-élution, 
etc. Elles se conservent trés longlemps et peuvent étre utilisées immé- 
diatement, au fur ect & mesure des besoins. 


SUMMARY 


Usr oF HYPERFORMOLIZED RED BLOOD CELLS IN VIROLOGY. 
J. PREPARATION AND GENERAL PROPERTIES OF THESE RED CELLS 


Erythrocytes from man and a certain number of animals (fowl, sheep, 
rabbits, pigeons) have been treated by high concentrations of formalin. 
By such a treatment, erythrocytes changed color gradually to dark 
brown (H. F.) ; but the use of a special CO gas treatment resulted in 
the formation of red erythrocytes (H. F. co) that did not appear very 
different from fresh ones. 

H. F. and H.F.co were highly resistant to all hemolytic agents : 
distilled water, hemolytic systems, heat (100 and 120° (C), freezing. 
Fowl H. F. co were particularly convenient for all studies on 
influenza and mumps viruses : hemagglutinating titration, inhibition 
of hemagglutination, adsorplion-elution. When kept at + 4° C, they 
remained normal for a long time, and could be resuspended immedia- 
tely in saline when needed, without any new washing. 
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SUR L’EFFET CYTOPATHOGENE DU VIRUS ECHO IO 


par VicrorniA DROUHET 
(avec la collaboration technique de Henriertrre GOAREGUER). 


(Laboratoire de Virologie de la Sociélé d’Etudes et de Soins 
pour les Enfanis poliomyélitiques (*). 
[Président : Professeur Roserr DEBRE]) 


Les cullures de tissus ont facilité ces derniéres années J isole- 
ment d’un grand nombre de virus a partir du tractus intestinal 
humain. iin dehors des virus poliomy¢litiques et de certaines souches 
de virus Coxsackie, un autre groupe de virus entériques a été décou- 
vert ; connus tout d’abord sous le nom de virus « orphelins » [4 
ov « entériques » [2], ils ont été classés plus tard dans le groupe des 
virus ECHO [3]. En 1955, on comptail 13 types antigéniquement dis- 
tincts ; en 1957 [4], 6 nouveaux types ont enrichi ce groupe, pour 
arriver actuellement a 24 types de virus ECHO déterminés antigéni- 
quement [5]. 

Les critéres de classification de ces virus dans le groupe de virus ECHO 
el Coxsackie sont a l’hevre actuelle de plus en plus difficiles a définir 
a cause de certaines souches 4 caractéres mixtes. Les virus poliomyéli- 
tiques, Coxsackie et ECHO, en vertu de nombreux caractéres communs, 
sont considérés maintenant comme membres d’une seule famille et 
appelés les entéro-virus [4]. A loccasion d’une enquéte épidémiolo- 
gique nous avons isolé 4 partir des selles, en dehors des virus polio- 
myélitiques qui faisaient l’objet de notre étude, d’autres virus enté- 
riques. Les selles provenaient de jeunes enfants en convalescence d’une 
primo-infection tuberculeuse 4 1’Hdpital d’Enfants de Brévannes. 
Dans cette note nous apportons les données concernant 5 virus ECHO 
de type 10 pour la premiére fois signalés en France. 


EFFrer CYTOPATHOGENE. — a) Sur le tissu vivant. — Ces virus ont été 
isolés sur les cultures cellulaires de reins du singe JHrythrocebus 
patas [6]. Sur tissu vivant au faible grossissement du microscope, l’effet 
cytopathogéne apparait vers le quatri¢éme jour, ot: l’on rermarque un 
aspect poussiéreux de la culture. Les cellules rondes éparpillées unifor- 
mément sur la surface cellulaire sont ternes ; les cellules rénales s’écar- 
tent les unes des autres et disparaissent. Cet effet cytopathogéne évolue 
lentement et vers le dixiéme ou douziéme jour, sur la paroi du tube il 
reste encore des cellules rénales isolées ou groupées par deux ou trois. 
Au plus fort grossissement, au microscope on remarque le noyau 
central de ces cellules A cytoplasme poussiéreux ; cet effet cytopatho- 
géne sur le tissu vivant est distinct de celui produit par d’autres virus 


(*) S.E.S.E.P., Chateau de Longchamp, Bois de Boulogne, Paris (16°). 
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souvent rencontrés dans les selles : virus poliomyélitiques, Coxsackie et 
ECHO a cellules rondes et biréfringentes, adéno-virus a cellules agglu- 
linées, virus herpétiques & effet cytopathogéne en foyers. 


b) Sur le tissu fixé et coloré. — Sur les cultures tissulaires sur 
lamelles, colorées par Ja technique de May-Griinwald-Giemsa 
(pl., fig. 1), Veffet cytopathogéne est caractérisé par la présence d’inclu- 
sions colorées en bleu, qui se trouvent dans le cytoplasme. Les cellules 
sont en général de grande taille, les inclusions multiples, de forme 
et de taille variables aboulissent 4 la formation d’une énorme inclu- 
sion autour du noyau qui garde sa position centrale. Le noyau est 
aussi gonflé et souvent dans les cellules 4 larges inclusions, la chro- 
matine perd son aspect fin et régulier et se dispose en mottes. Le méme 
effet cylopathogéne a été obtenu avec les selles d’origine sur les cellules 
rénales du singe Cercopithecus etlhiops sabeus et du singe Macacus 
cynomolgus. Le titre de ces virus en vue de la neutralisation a été arbi- 
trairement déterminé le huiti¢éme jour de lecture, pour un effet cytopa- 
thogéne détruisant au moins 50 p. 100 de la surface cellulaire. Souvent 
la dilution finale est difficile & apprécier 4 cause de l’effet cytopatho- 
eene lent, ne détruisant que partiellement les cellules en culture. 


IDENTIFICATION SEROLOGIQUE. — Ces cinq souches de virus ne sont pas 
neutralisées par le mélange de trois types de sérum anti-poliomyéli- 
tique. Le virus ECHO 10 étant signalé par Ramos-Alvarez et Sabin [7] 
comme donnant un effet cytopathogéne distinct des autres virus ECHO, 
nous avons essayé d’identifier nos souches a l’aide de sérum de lapin 
anti-ECHO 10 préparé par les Microbiological Associates. Le sérum iden- 
tifiant a été utilisé a la dilution 1/10, et la dilution finajle des virus 
testés a été de 100 DTC 50 pour 0,2 cm? d’inoculum. Un sérum normal 
de lapin a été utilisé comme témoin pour avoir la certitude que la 
neutralisation des souches était spécifique. Ces cinq souches de virus 
isolées a partir des selles ont été ainsi identifiées au virus ECHO 10. 

La souche Lang, prototype de virus ECHO 10 (1) provoque le méme 
effet cylopathogéne que celui décrit plus haut. Ee a été utilisée a 


(1) Aimablement fournie par le Dr A. Sabin. 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Tic. 1. — Effet cytopathogéne obtenu avec Jlextrait de matiéres fécales 

contenant le virus ECHO 10 sur cultures épithéliales de rein du singe 

Erythrocebus patas. Les cellules sont augmentées de volume, a noyau 

gonflé, gardant une position centrale et entourées d’énormes_ inclu- 

slons protoplasmiques intensément colorées en bleu. Coloration May- 
Griinwald-Giemsa. x 610. 


Pic. 2. — Effet cytopathogéne obtenu avec le virus ECHO7. Les cellules 

épithéliales sont rondes. A la périphérie le cytoplasme est intensément 

basophile, mais au centre on remarque une zone acidophile et le noyau 

pycnolique est repoussé A la périphérie de la cellule. Coloration May- 
Griinwald-Giemsa. x 260. 


Annales de UInstitut Pasteur. Mémoire V. DROUHET. 
Tt, Gk). 


MAS SOM Wie C2 wise wis 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 783 


litre comparatif dans les tests de neutralisation, ce qui nous a permis 
dapprécier luniformité antigénique de nos souches de virus ECHO 10. 

Ni les selles d’origine, ni les virus isolés par passages sur cultures 
de tissus, ne se sont montrés pathogénes pour le souriceau nouveau-né, 
comme certaines souches appartenant au type ECHO 10 [8]. 


Discussion. — Ce type de virus ECHO a été isolé pour la premiére 
fois par Ramos-Alvarez et Sabin [2]d partir de selles d’enfants sains 
américains et mexicains. Des virus antigéniquement similaires au virus 
FCHO 10 ont été isolés par Sabin [9] des selles de chimpanzés malades 
de rhinite et des selles des enfants atteints d’entérite stéatorrhéique au 
cours d’une épidémie familiale et par Ramos-Alvarez et Sabin [40] 
au cours de diarrhées d’été chez des enfants. Plus récemment, 
Malherbe [41] a mis en évidence & partir des cultures de reins de singes 
africains Vervet un virus simien SA3 antigéniquement identique au 
virus ECHO 10. 

Le réle pathogéne de ce type de virus reste encore obscur. 

Le virus ECGHO type 10, en dehors de l’effet cytopathogéne particulier 
que nous venons de décrire, se caractérise par ses dimensions plus 
erandes que celles des autres virus ECHO, par sa multiplication dans les 
cultures cellulaires et rénales de Cebus capucina résistantes aux autres 
virus ECHO [3] et par l’absence de formation de plages avec la tech- 
nique de Dulbecco [42] ; & cause de ses caractéres particuliers il sera 
probablement soustrait du groupe de virus ECHO ow il a été provisoi- 
rement placé. 


Résumé. — A partir des selles de cing enfants on a isolé le virus 
ECHO type 10 sur cultures épithéliales du singe Erythrocebus patas. 
Ce virus produit un effet cytopathogéne avec d’énormes inclusions cyto- 
plasmiques, qui le distingue de tous les autres virus ECHO connus 
actuellement. 


SUMMARY 
THE GCYTOPATHOGENIG EFFECT or ECHO virus tyrr 10. 


ECHO virus type 10 has been isolated from children stools on cultures 
of Erythrocebus patas epithelial cells. On these cultures, the virus 
induces a cytopathogenic effect, producing very large cytoplasmic 
inclusion bodies, which differentiate it from the other ECHO viruses 
known to-day. 
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RENDEMENT DU MILIEU 
A L’HYDROLYSAT DE CASEINE 
POUR LA CROISSANCE DU VIRUS POLIOMYELITIQUE 


par F. GAMBA. 


(Unstilut Pasteur, Service des Virus [D* P. Lépine]) 


Depuis que les virus poliomyélitiques sont cultivés in vitro sur cul- 
tures de tissus et gqu’on a pu y démontrer un effet cylopathogéne, 
nombre de recherches ont été effectuées pour trouver, comme tissu 
aussi bien que comme milieu, le matériel le plus str et le plus pra- 
tique. Les cellules épithéliales de rein de singe constituent le tissu 
d‘élection, généralement adopté pour la fabrication du vaccin. La tech- 
nique de culture utilisant des cellules trypsinées semble actuellement 
Ja meilleure |4]. 

Parmi les milieux synthétiques, le milieu n° 199 de Morgan, Morton 
et Parker [2, 3] a donné de bons résultats. Contrairement aux milieux 
naturels, ce dernier présente une composition constante et connue avec 
une moindre prebabilité de contamination. Cependant, il offre un cer- 
iain nombre d’inconvénients, en particulier Jes nombreux constituants 
qu’il exige et la complexité de sa préparation. Pour y remédier, la 
technique du Service des Virus de l'Institut Pasteur a simplifié le 
milieu originel 199. Cette modification concerne les points suivants 
on y introduit 10 mg de cystéine et 25 mg d’acide ascorbique par 
litre ; d’autre part on a supprimé la xanthine, l’adénine, l’hypoxan- 
thine, la thymine, l’uraciie, la guanine, le D-ribose, le D-2-désoxyribose, 
Vacide adénylique, le glutathion, la vitamine A et 1’A.T.P., dont la 
présence s’est avérée n’étre pas indispensable. 

Ultérieurement, Lépine et coll. [4], en étudiant les besoins nutritifs 
des cellules rénales simiennes, ont utilisé un milieu a l’hydrolysat de 
caséine, déja employé pour la croissance de cellules en lignée continue. 
Ce milieu a l’avantage sur le milieu 199 modifié d’étre plus simple 
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encore et de donner également une bonne croissance cellulaire. L’addi- 
lion individuelle des acides aminés y est remplacée par celle de |’hydro- 
lysat protéique. 

Le but de notre travail est de montrer que le milieu & Vhydrolysat de 
caséine, aux dilutions convenables et additionné d’une quantité relati- 
vement faible de sérum de poulain, permet d’obtenir, non seulement 
une excellente croissance des cellules rénales simiennes, mais aussi un 
titre de virulence, en ce qui concerne les virus pohomyélitiques, au 
moins aussi bon et souvent meilleur que celui obtenu avec le milieu 199. 


MATERIEL ET METHODEs. 


1° Reins pe since. — Une fois enlevée la capsule rénale, on élimine le 
bassinet et les calices ; on découpe aux ciseaux la zone corticale en 
petits fragments qu’on place dans une fiole Fourneau de 250 ml ; aprés 
avoir lavé trois fois avec du liquide de Hanks, on ajoute une solution 
de trypsine & 0,25 p. 100 (environ 3 ml par gramme de tissu). Laisser 
en contact quinze minutes 4 37°, puis quinze minutes a la température 
du laboratoire sur Vagitateur magnétique. Aprés avoir éliminé le surna- 
geant par décantation, on effectue Ja trypsination continue proprement 
dite avec l’appareil mis au point dans le service [6]. La trypsination 
terminée, Ja suspension de cellules est diluée au taux convenable (en 
moyenne 400 000 cellules par ml) dans le milieu définitif. Nous avons 
ensemencé les cellules dans les flacons dits « de Pharmacie » de 150 ml 
en usage au Service des Virus. 


2° Mirtrux. — Le témoin ¢étant toujours constitué par le milieu de 
Parker 199 modifié additionné de 3 p. 100 de sérum de poulain, nous 
avons utilisé 

a) Le milieu a la caséine additionnée de 3 p. 100 et de 6 p. 100 de 
sérum de poulain ; 

b) Le milieu a la caséine dilué de moitié avec du liquide de Hanks 
additionné également de 3 p. 100 et de 6 p. 100 de sérum. 

Les bouteilles, ensemencées avec 20 ml de suspension cellulaire, sont 
placées & l’étuve a 37°. 


3° Virus. — Apres huit A dix jours, une fois obtenu un tapis cellu- 
laire continu, nous avons introduit les différentes souches de virus 
poliomyélitiques : pour le type I la souche 54-1342 ; pour le type II la 
souche MEF 1; pour le type III la souche 53-1226. 

Nous avons toujours utilisé 2 flacons pour chaque virus et pour 
chaque milieu, le virus étant introduit en excés, 4 raison de 2 ml de 
suspension diluée au 1/10 par flacon. On ajoute ensuite 20 ml de milieu, 
mais cette fois sans sérum de poulain. Aprés quarante-huit heures 
environ, une destruction compléte et spécifique étant obtenue, les fla- 
cons sont congelés, puis dégelés ; aprés quoi on centrifuge pour se 
débarrasser des débris et on répartit le surnageant dans des ampoules 
qui ensuite sont recongelées, et prétes pour le titrage. Pour ce dernier 
nous inoculons § tubes pour chaque dilution de virus, a raison de 
0,1 ml par tube, le milieu étant le 199 modifié sans sérum. Le titre 
est calculé en DICTSO. 
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RESULTATS. 


PREMIERE EXPERIENCE. — Dans cette expérience, comme dans la qua- 
iriéme, nous avons dt centrifuger les cellules, qui étaient déja dans le 
milieu 199 modifié, afin de les rassembler pour les remettre en suspen- 
sion dans les milieux d’essai. Avec le milieu 4 Ja caséine pur, addi- 
tionné de 3 p. 100 ou de 6 p. 100 de sérum, les résultats ont été entié- 
rement négatifs ; avec la caséine diluée de moitié nous avons obtenu 
de médiocres résultats, la quantité de sérum additionné ne donnant 
pas de différence appréciable. Le témoin, constitué par les mémes 
cellules, mais en milieu 199 modifié, était normal. 

Nous avons inoculé le virus poliomyélitique, type I seulement, dans 
les cullures avec le milieu a lhydrolysat de caséine dilué de moitié, 
avec 3 et 6 p. 100 de sérum, ainsi que dans le témoin. Le titre du 
virus obtenu s’est montré le méme partout : 10—*.§. 


DruxtiMe EXPERIENCE. — Nous avons utilisé des cellules prélevées 
directement & partir du culot de centrifugation aprés la digestion, év1- 
tant ainsi une centrifugation supplémentaire nuisible. Les résultats 
cbtenus avec l’hydrolysat de caséine pur étant encore une fois restés 
négatifs, on décide d’abandonner ce milieu. Cette fois-ci Vhydrolysat 
de caséine dilué a donné des résultats satisfaisants, tout a fait compa- 
rables au témoin, légérement supérieurs, cependant, avec 6 p. 100 de 
sérum. 

Le type II inoculé, nous avons obtenu avec le milieu d’essai 4 
3 p. 100 un titre de 10—°.°, avec le milieu 4 6 p. 100 un titre de 
10—®,8, le témoin donnant un titre de 10—°,?. 


TROISIEME EXPERIENCE. — Excellents résultats dans les différentes dilu- 
tions ; linoculation du type HII a donné pour le milieu a l’essai avec 
3 p. 100 de sérum un titre de 10—*.4, avec 6 p. 100 10—*.? ; pour le 
temo sy LO= est 


QUATRIEME EXPERIENCE. — Les cellules qu’il a fallu centrifuger, ont, 
avec le milieu d’essai, un aspect granuleux. On inocule Je type I 
litre de 10—*.° pour le milieu 4 3 p. 100 de sérum, 10—*3 pour celui a 
6 p. 100 ; 10-5. pour le témoin. 


CINQUIEME EXPERIENCE. — Excellents résultats quant A la croissance 
des cellules. On inocule les trois types de virus poliomyélitique. Les 
litres obtenus sont les suivants 

a) Pour le type I + 10—°,® avec le milieu 4 83 p. 100; 10—®.2 avec Je 
milieu A 6 p. 100 ; 10—*,° pour le témoin ; 
b) Pour le type IT : (dans le méme ordre) 10—%,8 ; 10—®,6 ; 10—5,6 : 
c) Pour le type III : 10—*,® ; 10—8,3 - 10—5,7. 


Conctusions. — Les résultats que nous avons obtenus nous permettent 
de conclure que le milieu & Vhydrolysat de caséine dilué de moitié avec 
du liquide de Hanks permet d’obtenir une croissance cellulaire qui 
donne un titre de virus poliomyélitique au moins aussi bon, sinon 
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meilleur que le milieu 199 modifié. Il convient, pour assurer cette 
croissance des cellules, d’ajouter au départ une faible quantité de sérum 
de poulain, 3 p. 100 en particulier. Ce sérum est supprimé au moment 
de Vintroduction du virus. 

Ces conclusions ne sont pas infirmées par les expériences 1 et 4, car 
Ja centrifugation supplémentaire rendue nécessaire pour éliminer le 
milieu 199 dans lequel les cellules étaient déjA suspendues, a influencé 
défavorablement l'état de celles-ci. 

Il est possible également d’utiliser le méme milieu A Vhydrolysat de 
caséine 4 des concentrations différentes, comme par exemple : 1/3 de 
milieu et 2/3 de Hanks. Mais dans ce cas il semble que Ja concentration 
en sérum de poulain doive étre légérement ugmentée. 


SUMMARY 
Use OF A CASEIN HYDROLYSATE MEDIUM FOR THE CULTURE OF POLIOVIRUS. 


On this medium, when diluted to 1/2 with Hanks’ fiuid, cells grow 
readily and the virus titer is at least as high if not higher than on 
modified medium 199. To start the culture, it is necessary to add a 
small amount (8 p. 100) of foal serum. 

It is also possible to use the same medium in different concentra- 
tions, for example, medium : 1/3, Hanks’ fluid : 2/3 ; but the concen- 
tration of foal serum must then be slightly increased. 
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LA RECOMBINAISON 
DE BACTERIOPHAGES DU GROUPE 1T4 rill, 
INACTIVES PAR LE FORMOL 


par W. MUTSAARS. 


(Tiniversité libre de Bruzelles, Faculté de Médecine et de Pharmacie, 
Laboratoire de Bactériologie) 


Hershey [4] a décrit dans le groupe des phages T des mutants de 
type r (a lyse rapide) et Benzer [2], étudiant en particulier le phage T4, 
a isolé une série de mutants r, appartenant plus spécialement a un 
groupe rll, qui différe du type 4 sauvage en produisant, selon la souche 
de coli utilisée, des plages phénotypiquement différentes. Alors que le 
type T4 sauvage donne le méme type de plages quelle que soit la souche 
utilisée, le type T4rII donne sur coli B des plages 4 l’emporte-piéce du 
lype rv caractéristiques (ce qui permet d’ailleurs l’isolement de ces 
mutants). Sur coli K12 8 (souche non lysogéne sensible au phage i, en 
ebrégé coli S) les plages sont de type sauvage et sur coli K12} (la 
souche lysogene bien connue, en abrégé coli K), il n’y a pas production 
de plages. 

Benzer a pu montrer que les mutations de type rll se situent dans 
une région génétique bien définie, divisible en deux segments A et B. 
L’infection d’une cellule microbienne K par deux mutants peut, Aa 
condition que les mutations soient localisées dans des segments diffé- 
rents, donner naissance par recombinaison & un type sauvage, par 
conséquent capable de se multiplier et de produire des plages sur K. 
Les mutations localisées & un méme segment ne donnent pas de 
recombinant de type sauvage. 

A partir de boites de Petri ensemencées avec un mélange de phage T4 
convenablement dilué et de coli B, nous avons isolé une série de 
mutants. Sur un nombre total de 62 800 plages examinées, nous avons 
retenu 10 plages appartenant au type r. Aprés double isolement de ces 


LEGENDE DU TABLEAU 


Dans chaque case le chiffre supérieur représente la moyenne arithmétique de la 
somme des plages de bactériophagie comptées sur 5 boites de Petri ou le cas échéant 
de Ila somme des colonies microbiennes comptées sur 5 boites de Petri (chaque bofte 
ayant dans ce cas recu 0,5 ml d’une dilution & 10—® de la culture envisagée). 
Le chiffre moyen indique l’écart type (racine carrée de la variance) = S. Le chiffre 


s x 100 


x 


inférieur indique le coefficient de variation, calculé apres la formule : 
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10 mutants et examen de leurs propriétés nous en avons retenu 6 
répondant a la définitiun du type T4rIl donnée par Benzer. Nous eu 
avons constitué des stocks par culture en présence de coli S. Grace au 
« spot test » nous avons pu classer ces mutants en deux groupes, l’un 
comprenant les mutants 1, 3 et 6, l’autre les mutants 2, 4 et 5. Une 
boite de Petri, ensemencée avec du coli K sur lequel est fixé le mutant 1, 
présente des zones de lyse aux endroits ot l’on a déposé une goutte 
des phages mutants 2, 4 et 5, mais pas aux endroits de dépét des 
phages 3 et 6. Nous avons noté antérieurement [3, 4] la possibilité 
d'une réactivation mutuelle entre phages (@ N) inactivés par le formol 
et par les rayons ultra-violets, ainsi que d’une réactivation homologue 
entre particules formolées. 

Disposant du matériel décrit ci-dessus, nous avons voulu voir si le 
recombinant génétique sauvage, capable de se développer sur le coli K, 
pouvait prendre naissance 4 partir d’une infection double formée 
d'une particule bactériophagique intacte appartenant & un segment 
(mutant 1, 3 ou 6) et d’une particule formolée appartenant a l’autre 
segment (2, 4 ou 5). (Pour la technique de formolisation, voir [3].) 


Expiérience I. — On prépare les mélanges suivants : 

1 : 2,5 ml de phage 2 formolé et dilué 4 10—% + 2,5 ml de phage 1 
non formolé dilué a 10—, 

2: 2,5 ml de phage 2 non formolé et dilué 4 10—° + 2,5 ml de phage 1 
non formolé et dilué a 10—-?. 

3 : 2,5 ml de phage 1 non formolé et dilué 4 10—? + 2,5 ml. de 
bouillon ordinaire. 

4B, 4K et 48 : 2,5 ml de phage 2 formolé et dilué 4 10—° + 2,5 ml de 
bouillon ordinaire. 

5B, 5S : 2,5 ml de phage 2 non formolé et dilué 4 10—® + 2,5 ml de 
houillon ordinaire. 

5K : 2,5 ml de phage 2 non formolé et dilué 4 10—1 + 2,5 ml de 
bouillon ordinaire. 


A la minute 0 on ajoute au tube 5 ml d’une culture dgée de cing 
beures du coli correspondant, les mélanges séjournant au bain-marie a 
38° pendant dix minutes ; aprés quoi s’opére le titrage par 5 préléve- 
ments de 0,9 ml qui sont traités selon la méthode de Gratia pour 
donner 5 boites de Petri, placées 4 ]’étuve & 37°5 sans empilage. 

Les mélanges 1, 2 et 3 ainsi que 4K et 5K sont obtenus en ajoutant 
aux tubes correspondants 5 ml d’une culture de coli K, les mélanges 
4B et 5B en ajoutant 5 ml d’une culture de coli B et les mélanges 4S 
el 5S en ajoutant 5 ml d’une culture de coli S, chaque fois aux tubes 
correspondants. 

Le tableau expose les résultats de 5 essais de ce type. On y trouvera 
aussi les résultats des expériences II et III, également répétées cinq fois. 
Ces expériences ne différent de celles du type I que par la nature du 
constituant formolé, qui pour l’expérience du type II est le mutant 4 
au lieu du mutant 2, et pour l’expérience du type III est le mutant 5. 
Les dilutions auxquelles ces mutants formolés ont été utilisées sont les 
mémes que dans le cas des essais du type 1. Les boites de Petri consti- 
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tuant les titrages des mélanges 3 (phage mutant 1 et coli K, le phage 
élant a la dilution 10—?) fournissent de 15 A 20 plages. Ces titrages 
témoins sont les mémes pour les trois types d’expériences. 

En ce qui concerne les essais de type 1, le phage mutant 2 non 
formolé (mélanges 5B et 5S) donne a la dilution de 10—® et sur les 
coli B et S un nombre a peu prés Gquivalent de plages (2 500 environ), 
le méme mutant a la dilution 10—1 donne sur coli K environ 330 plages 
(mélanges 5K). Les titrages des mélanges 2 (phage mutant 1 A la dilu- 
tion 10—? et phage mutant 2 a la dilution 10—%) ne devraient donc, 
sans recombinaisen, fournir que les 15 A 20 plages dues au phage 1. 

Les 1100 4 2300 plages que l’on observe en réalité résultent de la 
recombinaison. Si l’on calcule les pourcentages de recombinaison en 
fonction du nombre de particules titrables 4 la dilution 10—® sur coli S, 
en tenant compte du fait que dans les mélanges 2 ce phage 2 est 
utilisé & la dilution 10—*, on obtient les résultats suivants : 

Pour les cing essais du type 1, et pour 100 particules viables pré- 
sentes, les recombinaisons sont, la quantité de particules du mutant | 
étant constante, respectivement de 6,3, 9, 7,7, 5,5 et 4,6. 

Envisageons 4 présent l’utilisation du phage mutant 2 traité par le 
formol (tilrages provenant des mélanges 4B, 4K et 4S). La dilution de 
phage formolé utilisée étant de 10—*°, nous trouvons en présence de 
coli S un nombre de plages variant entre 800 et 3300, selon l’expé- 
rience. Aprés l’action du formol une particule sur milie environ est 
restée viable. 

Chose curieuse et que nous retrouverons en examinant le compor- 
tement des phages mutants formolés 4 et 5, les mémes titrages (4B) 
faits en substituant le coli B au coli S donnent un nombre de plages 
réguligrement inférieur, et qui est méme la plupart du temps égal 
4 la moitié du nombre de plages obtenu en utilisant le coli S. Cette 
discrimination exercée par le coli B sur les particules formolées de 
type T4rII, et qui ne s’observe pas pour les particules non formolées, 
est-elle due 4 une diminution du taux de fixation de ces particules, 
ou bien a des entraves au développement du phage ? 

Les titrages résultant des mélanges 4K sont négatifs, comme il fallait 
s’y attendre, puisque le phage mutant 2 non formolé, a la dilu- 
tion 10—!, ne donne sur coli K que 330 plages. 

Sont en présence dans les mélanges 1 du phage 1 non formolé, dilué 
a 10-2 et du phage 2 formolé a la dilution 10—%, c’est-a-dire 4 Ja méme 
dilution que celle ayant servi au tilrage sur coli B et S. 

Le nombre de plages varie selon les essais de 380 4 2200. Si l’on 
calcule le nombre de recombinaisons pour 100 particules viables (en 
se basant bien entendu sur les chiffres fournis par les titrages sur 
coli S), on observe pour les cing essais respectivement les taux sui- 
vants : 34,3, 66,2, 67,2, 76 et 46,5. Ce taux est bien plus élevé que 
celui que l’on observe en utilisant le phage 2 non formolé. 

Le phage mutant 1 étant constant, cette différence ne peut étre due 
qu’a des recombinaisons fertiles entre particules de phage 1 et parti- 
cules formolées de phage 2, ces derniéres étant non viables a l'état 
isolé. 

Les expériences de type II et If ont fourni des résultats analogues. 
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Le mutant 4 ne donne sur coli K et & la dilution 10—1 aucune plage ; 
dans les mémes conditions le mutant 5 en donne 660. 

Pour les essais de type II, les pourcentages de recombinaison du 
phage 4 non formolé sont de: 6,4, 5,3, 8,4, 3,75 et 5,3. 

Pour le phage formolé on obtient : 48,2, 24, 28,7, 23 et 29. 

Pour les essais de type III, le phage mutant 5 non formolé donne 
5,3, 4,5, 4,8, 6,38 et 4,6. Le méme phage formolé donne 36, 20, 20, 45 
Bh AL 


ConcLusions. — 1° Des recombinants de type sauvage peuvent s’ob- 
tenir au moyen de deux particules de phage de type T4rll, appartenant 
génétiquemeni a des segments différents, lune des particules étant 
inactivée par le formol. 

2° Les titrages des suspensions de mutant de type T4rIJ, partielle- 
ment inactivées par le formol, donnent sur coli S, des taux doubles de 
ceux obtenus sur coli B. 


SUMMARY 


RECOMBINATION OF GROUP T4rIJ PHAGES INACTIVATED 
WITH FORMALDEHYDE. 


1. Using T4rIf mutants belonging to different segments, genetic 
recombination has been observed between normal and formaldehyde 
inactivated particles, resulting in the development of the wild type 
able to multiplying on coli K12. 

2. The titer of formaldehyde-treated and partially inactivated suspen- 
sions of a T4rIli mutant depends on the type of coli used. With 
coli K12S the titer is twice as high as the one obtained by using 
coli B. 
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INDUCTION ASEPTIQUE D’UNE TUMEUR VEGETALE 
(CROWN-GALL) 


PARTICIPATION DES ACIDES NUCLEIQUES DE LA BACTERIE, 
AGROBACTERIUM TUMEFACIENS (SMITH et TOWNSEND) 


par P. MANIGAULT et Ch. STOLL. 


Unstilut Pasteur, Paris, 
el Instiiul fiir spezielle Botanik, E.T.H., Zurich) 


On sait qu'il est possible d’induire expérimentalement des tumeurs 
végétales en utilisant des préparations stériles. On les obtient par 
filtration du produit de la macération d’une culture d’Agrobacterium 
tumefaciens (agent causal du crown-gall) dans un jus provenant de 
plantes blessées (Klein [4] ; Manigault, Comandon et Slizewicz [2] ; 
Bender et Brucker [3]). Nous avions remarqué que l’action d’une 
désoxyribonucléase pendant la phase d’élaboration de ce principe induc- 
teur (P. I. T) rend la préparation inefficace. Nous avons pu constater, 
par contre, que si l’on ajoute l’enzyme au produit déja élaboré, au 
moment de linjection dans la plante, l’efficacité du P.I.T. reste 
entiére : nous avons pensé que la formation du principe actif met en 
jeu le DNA de la bactérie et aussi un ou plusieurs facteurs présents 
dans le jus de blessure. 

Les expériences que nous rapportons ici démontrent clairement la 
participation d’une fraction liée étroitement aux acides nucléiques du 
germe. 

On trouvera dans une publication plus explicite [4] les détails des 
préparations dont les étapes principales sont : 


1° « Jus de blessure » obtenu a partir des derniers entre-nceuds de 
plants de Datura slramonium agés de 4 a 6 semaines, incisés au rasoir 
sur la tige, quarante-huit heures avant le prélévement des tissus et 
broyés au « turmix » en présence de carboglace. 

2° Acides nucléiques provenant d’une culture d’Agrobacterium tume- 
jJaciens souche 5,6, particuliérement virulente pour le Datura. La lyse 
des cellules s’effectue dans une solution de dodécylsulfate de soude 
4 10 p. 100, d pH 8,0 et 37°C. La déprotéinisation est répétée a plu- 
sieurs reprises dans le mélange de Sevag et finalement on garde le 
mélange total des acides nucléiques dans 1]’éthanol a 95°. 

Pour l’emploi, les fibres d’acides nucléiques essorées sont dissoutes 
dans l’eau physiologique stérile. 

Les inoculations sont sériées comme suit : 

A: une culture de 48 heures sur gélose ordinaire de la souche utilisée 
pour l’extraction des acides nucléiques. 
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B: la fraction des acides nucléiques seule. 

C:le mélange stérile d’acides nucléiques et de jus de blessure 
(volumes 6gaux) réalisé au moment de l injection. 

Les résultats aprés cinquante jours sont les suivants : 

Série A: Tumeurs sur toutes les plantes (10 4 30 mm de diamétre). 

Série B : Aucune tumeur. 

Série © : Tumeurs inégales dont la taille varie de 5 4 20 mm de 
cdiaméetre. 

Les proliférations obtenues dans la série C sont des tumeurs authen- 
Uques : leur croissance a été continue pendant cinquante jours, ce qui 
les distingue des cals auxiniques. D’autres expériences nous permettent 
d‘affirmer que le jus de blessure seul est incapable dans ces conditions 
d’induire des excroissances quelconques. 

La stérilité des tumeurs induites par le P. J.T. a été vérifiée par 
ensemencement d’un broyat de tissus sur milieu de culture a la gélose. 

L’aspect histologique des proliférations est identique a celui de 
lumeurs obtenues par inoculation bactérienne. 

Les conclusions auxquelles nous pouvons prétendre sont les suivantes : 


1° La fraction active du contenu cellulaire des bactéries est liée étroi- 
tement aux acides nucléiques, probablement au DNA. 

2° Cette fraction ne peut ¢tre confondue avec le P. I. T., elle est a elle 
seule incapable d’induire une tumeur. 

38° Cependant, il est possible de concevoir que le P.J. T. s’élabore 
avec la participation de la fraction nucléinique du germe, seule, c’est- 
i-dire sans Ja cellule bactérienne vivante. Jusqu’d présent toute tenta- 
live pour inoculer des bactéries tuées, broyées, ultrasonnées, ou traitées 
par des antibiotiques, avait échoué quant a la possibilité de donner des 
tumeurs. 

Les études que nous poursuivons s’efforcent de préciser les fractions 
actives du germe et du jus de blessure dans 1’élaboration du P. I. T. 
ainsi que le mécanisme de l’induction tumorale. 


Risumé. — Le principe inducteur d’une tumeur végétale (crown-gall) 
a été préparé a l’aide d’un jus de presse de plantes blessées et d’un 
extrait aseptique contenant les acides nucléiques de la bactérie Agro- 
bacterium tumefaciens. Inoculé & des Datura, le produit fait apparaitre 
des proliférations qui sont des tumeurs authentiques. 


SUMMARY 


ASEPTIC INDUCTION OF A PLANT TUMOR (CROWN-GALL). 
PARTICIPATION OF THE NUCLEIC ACIDS OF THE BACTERIUM 


Agrobacterium tumefaciens (SmitTH anp TowNsEND) 


The tumor (crown-gall) inducing principle has been prepared from 
the wound-sape and a germ-free extract including the nucleic acids of 
Agrobacterium tumefaciens. 

When inoculated to Datura plants this product induces prolifera- 
tions, which are genuine tumors. 
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LA « SPERMOSPHERE » 
par O. VERONA. 


(Istituto di Patologia vegetale e Microbiologia agraria 
dell’Universita di Pisa) 


I. Dans l’étude des rapports entre la plante et le milieu microbien 
qui l’entoure, on considére, d’une part, la microflore de la racine 
elle-méme et, d’autre part, la microflore épiphytique : rhizosphére 
et phyllosphére. Rhizosphére et phyllosphére s’intégrent dans 1l’en- 
semble des relations symbiotiques (lato sensu) et offrent d’intéressants 
sujets de recherches, tant du point de vue physiologique que patho- 
logique. 

Mais ces conceptions de rhizosphére et de phyllosphére n’intéressent 
que la plante déjé développée 4 l’exclusion, donc, de la période de 
germination de la semence. I] importe peu de discuter ici de la durée 
de cette période (1). Quel que soit le moment owt elle est considérée 


(1) Il est difficile d’établir la fin de la période de germination et le 
début de la période de croissance. Selon Toole et coll. [4], la germination 
serait caractérisée par trois phases successives : 

a) Imbibition et augmentation de l’activité respiratoire et enzymatique ,; 

b) Distension cellulaire ; 

ce) Accroissement par division. 

Elle finirait donc avec celte derniére phase. 

Mais on ferait ainsi rentrer dans la germination les premicres phases 
de la croissance. D’ailleurs, méme Evenari [2] définit, comme période de 
germination, les phénoménes qui commencent avec Jlimbibition de la 
semence et finissent avec la sortie de la radicule. Dans la pratique commer- 
ciale, la semence est considérée comme germée lorsqu’une petite plante, 
avec la racine et le coléoplile, est devenue visible. 
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comme terminée, nous voulons mettre en évidence comment, entre 
la semence en germination et le micro-habitat qui l’entoure, s’établis- 
sent des influences spécifiques et, entre autres, des interactions inté- 
ressantes de nature microbienne. Nous proposons d’appeler « spermo- 
sphére » ce micro-habitat qui environne la semence en germination 
(du grec sperm@ = semence). 


II. Ges phénoménes microbiens qui s’établissent au niveau de la 
spermosphére sont si peu et si mal connus que nous ne savons pas 
jusqu’d’ quel point, pour une plante et un sol déterminés, ils s’appa- 
rentent A ceux de la rhizosphére. Mais nous pensons qu’ils sont rela- 
tivement différents quant A leur nature et a leur entité. 


Il faut, en effet, considérer que la semence posséde déja un milieu 
microbien déterminé et qu’elle est fréquemment le support de micro- 
organismes bien spécifiques. Les quelques données dont nous disposons 
’ ce sujet indiquent, en effet, la présence fréquente sur les semences 
de ferments hétérolactiques, de flavobactéries, de ferments amyloly- 
tiques, d’actinomycétes et de mucoracées. Nous voyons donc déja s’établir 
des rapports entre la microflore superficielle des graines et la micro- 
flore tellurique. Mais les faits les plus intéressants restent les inter- 
actions qui se produisent entre les spermosphére et les graines. La 
eraine, sortie de la phase de repos, excréte dans le micro-habitat qui 
l’environne, les produits de son métabolisme et, plus tard, de sa 
décom position. Ceux-ci influencent sans aucun doute la microflore qui 
l’environne. Les produits du métabolisme ne sont pas les seuls qui 
interviennent. En effet, auparavant, durant la phase d’imbibition, il 
est possible que quelques composés chimiques des tissus constituant 
le périsperme passent en solution. 


L’exemple des semences de cruciféres (et aussi d'autres plantes), 
normalement enveloppées d’une couche plus ou moins dense de sub- 
stances mucilagineuses constituées de polysaccharides, est, & cet égard, 
particuliérement démonstratif. Nous avons attribué [3] & cette couche 
mucilagineuse une fonction de défense (2), mais, tandis que nous 
savons qu’elle modifie la structure du sol environnant la semence, 


(2) En effet, une telle couche mucilagineuse constitue une protection, 
tant du point de vue mécanique que physiologique. 

A cet égard, nous avons montré [5] comment les polysaccharides dont 
elle est constituée exercent une action floculante sur les microorganismes. 
Le fait a été indirectement confirmé, tout A fait récemment, par Hodge 
et Metcalf [6]. . 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Microorganismes développés depuis trente-six heures A 25°C sur une Jame 

porte-objet dans I goutte d’eau avec des graines de : Fig. 1 a 3. Lin. — 

Pig. 4. Coringia orientalis Andrz. — Fig. 5 et 6. Lepidium sativum 1. — 
Fig. 7. Luzerne. 
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BDITEU RS 


NN E Oy ilar CM a5 


MT, Os, 


Annales de l'Institut Pasteur. 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIF 797 


proyvoquant la floculation des colloides argileux [4], nous en sommes 
encore réduits 4 supposer qu’elle peut avoir une influence sur la cons- 
litution du milieu chimique et donc du milieu microbien du sol. 

Nous avons, d’autre part, les influences des microorganismes sur 
les semences: influences indirectes par l’élaboration de substances 
trophiques ou par la formation de substances vitaminiques et auxi- 
niques ou méme antibiotiques ; influences indirectes encore par les 
actions qui s’exercent sur les enveloppes extérieures. Il en découle des 
conséquences intéressantes. Reprenant l’exemple précédemment cité 
des semences de cruciféres, nous avons montré (expériences non 
encore publiées), que l’attaqgue microbienne des polysaccharides consti- 
tuant la couche mucilagineuse fournissait ou pouvait fournir des 
acides ayant un net pouvoir de solubilisation sur quelques constituants 
insolubles, tels que les phosphates tribasiques. Ceci n’est qu’un 
exemple, mais l’expérimentation future pourrait en mettre en évidence 
d’autres tout aussi significatifs. 


Ii. En dehors des conditions naturelles (comme par exemple celles 
imposées aux plantes par la culture) d’autres facteurs provoquent des 
modifications de Ja spermosphére, dont nous ne connaissons ni 
Vimportance, ni la persistance. Nous pouvons citer, entre autres, la 
localisation de la fumure, l’enrobage de la semence par des substances 
fertilisantes ou la protection de la graine par des produits anti-para- 
sitaires. Mais nos connaissances sont encore extrémement réduites ou 


> 


méme nulles a ce sujet. 


Nous nous contenterons donc, pour le moment, d’introduire la 
notion de spermosphére que nous définirons de la maniére suivante : 


« Dans le domaine de |’édaphosphére, la spermosphére est la zone 
de terrain qui entoure Ja graine en germination. Il s’y établit des 
phénomeénes microbiens dus & un ensemble d’interactions réciproques 
entre les microorganismes et les semences. Lorsque la période germi- 
native est terminée et que la radicule est sortie de la graine, la spermo- 
sphére évolue vers la rhizosphére. » 


Cette conception pose, en ce qui concerne la biologie de la graine 
en germination et les microorganismes qui l’environnent, des pro- 
blémes gue l’expérimentation future voudra éclaircir sous leurs diffé- 
rents aspects. 


Résumé, — La présente note définit la conception de spermosphére. 
Ce terme englobe le micro-habitat biologique qui environne la semence 
durant les différentes phases de la germination. 


SUMMARY 


LA « SPERMOSFERA »). 


In this paper the conception of « spermosfera » is defined. This 
name comprises the biological micro-habitat surrounding the germ 
during the phase of germination. 
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